Efeitos da administração de nanopartículas de ouro sobre parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos by Cardoso, Éria
1 
 
UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE  
UNIDADE ACADÊMICA DE CIÊNCIAS DA SAÚDE  
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE  
 
 
 
 
ÉRIA CARDOSO 
 
 
 
 
 
 
EFEITOS DA ADMINISTRAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE 
OURO SOBRE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS EM CÉREBRO 
DE RATOS 
 
 
 
 
Tese de Doutorado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Ciências da Saúde para obtenção do 
título de Doutora em Ciências da 
Saúde. 
 
Orientador: Profº. Dr. Marcos Marques 
da Silva Paula. 
Coorientadora: Profª. Drª. Vanessa 
Moraes de Andrade 
 
 
 
 
 
 
 
 
CRICIÚMA 
2014 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Dados Internacionais de Catalogação na Publicação  
 
C268e      Cardoso, Éria.  
Efeitos da administração de nanopartículas de ouro 
sobre parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos / 
Éria Cardoso; orientador: Marcos Marques da Silva 
Paula, co-orientadora: Vanessa Moraes de Andrade. – 
Criciúma, SC : Ed. do Autor, 2014. 
110 p : il. ; 21 cm.  
 
Tese (Doutorado) - Universidade do Extremo Sul 
Catarinense, Programa de Pós-Graduação em Ciências 
da Saúde, Criciúma, SC, 2014. 
 
1. Nanopartículas de ouro.  2. Metabolismo 
energético.  3. Dano ao DNA.  4. Estresse oxidativo. 5. 
Genotoxidade.  I. Título.  
 
CDD. 22ª ed. 
615.1 
 
    Bibliotecária Rosângela Westrupp – CRB 14º/364 
    Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC 
3 
 
4 
 
5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FOLHA INFORMATIVA  
Esta tese foi elaborada segundo o estilo Vancouver e será 
apresentada no formato tradicional. Este trabalho foi realizado nas 
instalações do Laboratório de Síntese e Complexos Multifuncionais em 
colaboração com o Laboratório de caracterização de materiais do 
Instituto de Engenharia e Tecnologia do Parque Científico e 
Tecnologico, Laboratórios de Biologia Celular e Molecular, Laboratório 
de Fisiopatologia Experimental e laboratório de Bioenergética, do 
Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense e contou com a cooperação dos alunos 
bolsistas, Elton Torres Zanoni, João Vitor Vieira Ronconi, Frederico de 
Souza Notoya, Cinara L. Gonçalves, Gabriela K. Ferreira, Daniela 
Dimer Leffa, Adriani Paganini Damiani, Francine Daumann, Francieli 
Silva Vuolo, Letícia Selinger Galant, Monique Michels e, em parceria 
com as professoras Fabricia Petronilho e Gislaine Tezza Rezin do 
Laboratório de Fisiopatologia Clínica e Experimental da Universidade 
do Sul de Santa Catarina sob a coordenação do professor Marcos 
Marques da Silva Paula e Co- Orientação da professora Vanessa Moraes 
de Andrade. 
6 
 
 
 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico esta tese aos meus dois 
grandes amores: meu filho Rodrigo 
Freitas de Souza Júnior e ao meu 
esposo Rodrigo Freitas de Souza, 
meus maiores incentivadores e 
fonte de inspiração e amor. Se não 
fosse esse amor, nada seria ou 
valeria. A eles, toda a minha 
gratidão, respeito e afeto. 
8 
 
9 
 
AGRADECIMENTOS 
 
Primeiramente agradeço ao Grande Arquiteto do Universo que 
sem Ele, nada disso seria possível. Agradeço-Te por estar sempre 
comigo, iluminando meus passos, dando-me sabedoria, serenidade e 
coragem para que eu chegasse até aqui e com muita vontade de seguir 
adiante. A Você o meu maior e sincero agradecimento. 
O desenvolvimento deste trabalho não teria sido possível sem a 
participação de um grande número de pessoas, a quem eu gostaria de 
agradecer: 
Ao Professor, orientador e amigo Marcos Marques da Silva 
Paula, pelo acompanhamento, apoio, dedicação, incentivo e 
principalmente pela oportunidade de trabalhar sob sua orientação, 
sempre acreditando e oportunizando a realização desta pesquisa, 
compartilhando comigo seus conhecimentos e contribuindo desta forma 
para que eu obtivesse as ferramentas que me proporcionaram um 
enorme amadurecimento profissional e pessoal;  
A minha co-orientadora e professora Vanessa Moraes de 
Andrade, pela oportunidade em participar de outros trabalhos e 
aumentar o meu conhecimento dentro da ciência. 
Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Ciências da 
Saúde da UNESC que, de uma forma ou de outra, contribuíram com a 
realização deste trabalho, especialmente aos professores Emilio L. 
Streck, Vanessa Moraes de Andrade e Felipe Dal Pizzol.  
Agradeço também ao Conselho Nacional de Pesquisa e 
Desenvolvimento, a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de 
Nível Superior e a Universidade do Extremo Sul Catarinense pelo apoio 
e companheirismo. 
A todos os integrantes dos Laboratórios LASICOM, LABIM, 
BIONERGETICA e FISIOPAT do Programa de Pós-Graduação em 
Ciências da Saúde da UNESC, pela parceria na realização dos 
experimentos. 
Aos membros da Comissão Permanete de Pessoal Docente do 
Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Catarinense 
(Campus Sombrio), pela aprovação do meu afastamento integral para 
realização desse doutorado. 
A Direção Geral do Instituto Federal de Educação, Ciência e 
Tecnologia Catarinense (Campus Sombrio), representado pelo Sr. 
Carlos Antônio Krause pelo incentivo e apoio dado ao meu 
aperfeiçoamento enquanto docente, no intuito de promover a melhora na 
qualidade de ensino dessa Instituição. 
10 
 
 
11 
 
Aos alunos bolsistas do LASICOM do Programa de Pós-
Graduação em Ciências da Saúde da UNESC, que foram, desde o início, 
base de motivação e inspiração para o presente trabalho, que muito 
ajudaram e torceram pelo êxito da minha pesquisa e que se tornaram 
meus grandes amigos. 
A minha grande incentivadora e amiga Gislaine Tezza Rezin, 
pela incansável contribuição e dedicação, por todo carinho, pelas 
valiosas discussões durante o desenvolvimento do trabalho e pela grande 
disponibilidade em ajudar sempre que precisei, me apoiando nas 
dificuldades, medos e inseguranças. Quero cultivar esta amizade que, ao 
longo dos anos o tempo amadureceu. Obrigada por ter cruzado o meu 
caminho. 
 “Você verá que é mesmo assim, que a história não tem fim, 
continua sempre que você responde sim”... Obrigada pelo “sim” de 
sempre. 
Aos meus amigos que de diferentes maneiras, por atos ou 
pensamentos foram muito importantes neste processo. 
A todos aqueles que confiaram em meu trabalho, da mesma 
forma o faço aos que me criticaram. 
A toda a minha família pelo amor, carinho e dedicação, sempre 
me apoaindo, aconselhando e tranquilizando em dias de incertezas. 
Almejando junto a mim minhas conquistas. Dividirei sempre, o mérito 
de todas as minhas conquistas, porque todas elas lhes pertencem 
também. Dentre todas as palavras que imagino dizer-lhes nesse 
momento, a mais sensata é OBRIGADA! 
Ao meu esposo Rodrigo, pessoa que escolhi para compartilhar a 
minha vida e que é cúmplice desta conquista, que suportou minhas 
ausências e compartilhou minhas angústias, colocando sorriso em meu 
rosto. Obrigada por estar ao meu lado em mais esta etapa de minha vida, 
transmitindo confiança e carinho nos momentos mais difíceis, 
incentivando-me a prosseguir fossem quais fossem os obstáculos. 
Embora em muitos momentos não pudéssemos ficar juntos, sei que o teu 
amor e estímulo foram os instrumentos desta vitória que puderam tornar 
tudo isso possível. E, agora posso declarar o meu “muito obrigada” que 
é tão intenso e sincero quanto o meu amor por você. 
Ao meu filho Rodrigo, minha maior e eterna paixão, que veio ao 
mundo para me ensinar o verdadeiro amor e de como amar alguém 
incondicionalmente, de como mudar meus piores defeitos para dar 
os melhores exemplos e de aprender a ter coragem. Você, filho, é o meu 
cuidado, a minha fé, o meu interesse pela vida, a minha admiração pelas 
crianças, o meu respeito pelas pessoas, o meu amor por Deus. É o meu  
12 
 
13 
 
ontem, o meu hoje, o meu amanhã. A minha vontade, a inspiração, a 
poesia. A lição, o dever. Você é a presença, a surpresa, a esperança. A 
minha dedicação. A minha oração. A minha gratidão. O meu respeito. A 
minha coragem. O meu amor mais puro e bonito. Te amo por todas as 
suas virtudes. Ou..."Amor por nenhuma outra razão.....a não ser de 
simplesmente existir". Especialmente a você, quero compartilhar minha 
felicidade.  A você, o sonho, o beijo, o abraço, o diploma, a vida, o 
futuro! 
Por fim, a todos vocês, cada um do seu jeito que direta ou 
indiretamente contribuíram de forma significativa na elaboração e 
conclusão desta Tese, meu sincero e carinhoso: obrigada! 
 
14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Quando vamos ao mundo muito, 
muito pequeno – digamos, 
circuitos de sete átomos – acontece 
uma série de coisas novas que 
significam oportunidades 
completamente novas para 
“design”. Átomos na escala 
pequena não se comportam como 
nada na escala grande, pois eles 
seguem as leis da mecânica 
quântica. Assim, à medida em que 
descemos de escala e brincamos 
com os átomos, estaremos 
trabalhando com leis diferentes, e 
poderemos esperar fazer coisas 
diferentes. Podemos produzir de 
formas diferentes”. 
Richard P. Feynman 
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RESUMO 
 
Nanotecnologia envolve a manipulação de materiais em escala 
nanométrica para produzir novas estruturas, dispositivos e materiais, 
criando uma estrutura atômica ou molecular diferenciada. 
Nanopartículas de ouro (GNP) tem sido intensamente estudadas devido 
a sua potencial aplicação como metalofármaco. No entanto, os efeitos 
induzidos pelas GNP no Sistema Nervoso Central (SNC) permanecem 
desconhecidos. Neste estudo sintetizamos e caracterizamos GNP com 
diâmetros médios de 10 e 30 nm (GNP-10 e GNP-30) e avaliamos 
parâmetros de metabolismo energético, estresse oxidativo e dano ao 
ácido desoxirribonucléico (DNA) em cérebro de ratos adultos 
submetidos à administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. 
Ratos Wistar adultos (60 dias de idade) receberam uma simples 
(administração aguda) ou repetidas injeções intraperitoneal, uma vez ao 
dia, durante 28 dias (administração crônica) de GNP nos dois tamanhos 
ou salina. Vinte e quatro horas após a única ou última administração, os 
animais foram mortos, o cérebro foi removido e o córtex pré-frontal, 
cerebelo, hipocampo, estriado e córtex posterior foram isolados para 
avaliação da atividade das enzimas citrato sintase, malato e succinato 
desidrogenase, creatina quinase, complexo I, II, II-III, IV, superóxido 
dismutase (SOD) e catalase (CAT), também foi avaliado os níveis de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), carbonilação de 
proteínas, frequência de dano (FD) e índice de dano (ID) ao DNA. A 
administração aguda de GNP-10 causou inibição do metabolismo 
energético no hipocampo, estriado e córtex posterior. A administração 
crônica de ambas as dimensões causaram inibição do metabolismo 
energético somente em córtex posterior. Ainda, houve uma diminuição 
nos níveis de TBARS e carbonilação de proteínas no cérebro de ratos 
submetidos à administração aguda. Administração crônica não alterou 
esses parâmetros. Por outro lado, a alteração na atividade da SOD e 
CAT foi observada em ambas as administrações. Constatamos também 
que GNP induz altos níveis de dano ao DNA em córtex posterior de 
forma diferente dependendo do tipo de administração e do tamanho das 
nanopartículas, sendo que a administração aguda de GNP-10 
apresentou-se menos tóxica que a GNP-30. Entretanto na administração 
crônica, a genotoxicidade foi a mesma, independentemente do tamanho 
administrado, a FD e o ID ao DNA não apresentaram diferenças 
estatísticas entre os grupos. A administração crônica apresentou dano 
significativamente maior que a administração aguda em ambos os 
tamanhos. Este estudo mostrou que, a administração aguda e crônica de  
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GNP causou inibição do metabolismo energético, diminuiu a 
peroxidação lipídica e a carbonilação de proteínas, alterou a atividade 
das enzimas antioxidantes SOD e CAT e causou dano ao DNA cerebral 
de ratos, de forma diferente para cada estrutura avaliada dependendo do 
tamanho e/ou da administração efetuada.  
 
 
 
Palavras-Chave: Nanotecnologia. Nanopartículas de ouro. 
Metabolismo energético. Estresse oxidativo. Dano em DNA. 
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ABSTRACT 
 
Nanotechnology involves the manipulation of materials at the nanoscale 
to produce new structures, materials and devices scale, creating a 
different atomic or molecular structure. Gold nanoparticles (GNP) has 
been intensively studied due to their potential application as 
metalofármaco. However, the effects induced by GNP in the Central 
Nervous System (CNS) remain unknown. In this study we synthesized 
and characterized GNP with average diameters of 10 and 30 nm (GNP-
10 and GNP-30) and evaluated parameters of energy metabolism, 
oxidative stress and damage to deoxyribonucleic acid (DNA) in the 
brain of adult rats subjected to acute administration and chronicle of 
GNP-10 and GNP-30. Male Wistar rats (60 days old) received a single 
(acute administration) or repeated intraperitoneal injections once a day 
for 28 days (chronic administration) of GNP in two sizes or saline. 
Twenty-four hours after the single or last administration, the animals 
were killed, the brain was removed and the prefrontal cortex, 
cerebellum, hippocampus, striatum and cortex were isolated for further 
evaluation of the activity of the enzymes citrate synthase, malate and 
succinate dehydrogenase, creatine kinase complex I, II, II-III, IV, 
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), was also assessed 
levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein 
carbonyls, damage frequency (DF) and damage index (ID) to DNA. 
Acute administration of GNP-10 caused inhibition of the energy 
metabolism in the hippocampus, striatum, and posterior cortex. Chronic 
administration of both dimensions cause inhibition of energy 
metabolism only in posterior cortex. Furthermore, there was a decrease 
in TBARS and protein carbonylation in rat brain subjected to acute 
administration. Chronic administration did not alter these parameters. 
On the other hand, the change in SOD and CAT activity was observed 
in both administrations. We also note that GNP induces high levels of 
DNA damage in posterior cortex differently depending on the type of 
administration and the size of nanoparticles, and acute administration of 
GNP-10 showed to be less toxic than the GNP-30. However in chronic 
administration, genotoxicity is the same regardless of the given size, FD 
and ID DNA showed no statistical differences between groups. Chronic 
administration had significantly greater damage that acute 
administration in both sizes. This study showed that chronic and acute 
administration of GNP caused inhibition of energy metabolism, 
decreased lipid peroxidation and protein carbonyls, alter the activity of 
antioxidant enzymes SOD and CAT and caused DNA damage to brain  
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of rats, differently for each Structure evaluated depending on the size 
and / or management performed. 
 
 
 
Keywords: Nanotechnology. Gold nanoparticles. Energy metabolism. 
Oxidative stress. damage to DNA. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 NANOTECNOLOGIA 
 
Nanotecnologia é considerada uma área altamente promissora de 
crescimento inovador, científico e econômico que abrange muitas áreas 
da ciência e aplicações tecnológicas (Moore, 2006). A nanotecnologia 
envolve a manipulação de materiais próximos a escala atômica que visa 
criar novas estruturas, dispositivos e materiais (Morose, 2010). Esta área 
de estudo procura reorganizar os átomos de modo que formem 
estruturas e componentes que melhorem significativamente suas 
propriedades, físicas, químicas, biológicas, fenômenos e processos 
devido à sua dimensão nanométrica. (Duran et al., 2006; Roy et al., 
2008). Neste sentido, a nanotecnologia é uma ciência que manipula a 
matéria em uma escala nanométrica (entre 0,1 a 100 nm de diâmetro). O 
prefixo “nano” vem do grego antigo e tem o significo de  “anão”; 
quando é utilizado como um prefixo para algo diferente de uma unidade 
de medida, como por exemplo, utilizado na palavra "nanociência", tem o 
significado relacionado à nanotecnologia, ou a escala dos nanômetros 
(Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009).  
Para efeito ainda de comparação ilustrativa, a escala atômica e 
molecular de uma estrutura química varia de 0,1 a 1 nano. Os objetos de 
estudo da nanotecnologia costumam ser medidos em nanômetros, cujo 
símbolo é "nm". É nesta faixa de comprimento que estão os menores 
dispositivos construídos pelo homem e onde se encontram os átomos e 
as moléculas formadas, naturalmente, numa escala nanométrica (fig. 1) 
(Drexler, 1986; Drexler & Peterson, 1991; Day, 1996; Alivisatos, 1997).  
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Fig. 1. Escala nanométrica. Avaliação comparativa do nanômetro com metro. 
Adaptado de: www.cambridge 2000.com/gallery/html. 
 
O interesse em nanomateriais advém da possibilidade de terem 
suas propriedades físicas e químicas moduladas em função da 
distribuição de tamanho e geometria das partículas (Bhattacharya & 
Mukherjee, 2008). A possibilidade de projetar materiais com 
propriedades pré-estabelecidas é decorrente da nanoescala, sendo a base 
das diversas aplicações dos nanomateriais (Alkilany & Murphy, 2010), 
que vem acompanhado de promessas de melhorias no crescimento 
econômico, saúde, tecnológico e até mesmo na remediação ambiental, 
oferecendo a perspectiva de grandes avanços que permitem melhorar a 
qualidade de vida (Moore, 2006). 
 Por este motivo, houve um enorme incremento na 
implementação das tecnologias, levando a uma produção de muitos 
tipos de nanomateriais (Alivisatos, 1996; Tervonen et al., 2009), bem 
como na expansão das pesquisas em relação ao potencial de aplicações 
nanotecnológicas em vários domínios, tais como fotônica, catálise, 
magnetismo e biotecnologia, incluindo cosméticos, produtos 
farmacêuticos, medicamentos, nanomateriais como transportadores de 
fármacos ativos e imagens médicas (Jain et al., 2007a). 
 Neste cenário, as nanopartículas podem ser divididas em 
orgânicas e inorgânicas. Os componentes celulares e os vírus são bons 
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exemplos de nanopartículas orgânicas (Maciel et al., 2003). Na 
literatura, encontram-se facilmente muitos trabalhos envolvendo 
nanopartículas inorgânicas. Nanopartículas inorgânicas pertencem a 
uma das classes dos nanomateriais, incluindo aquelas baseadas em 
óxidos metálicos (óxido de ferro, óxido de cério, dióxido de titânio, 
dióxido de silício, entre outros) e metais (cobre, níquel, ouro e prata), 
possuindo uma escala de comprimento no intervalo nanométrico 
(Sperling et al., 2008). Sua pequena dimensão permite entrar facilmente 
e atravessar os tecidos, células e organelas, visto que, o tamanho das 
nanopartículas é semelhante ao de muitas biomoléculas (Fischer & 
Chan, 2007).  
Entretanto, como apontaram Fischer & Chan (2007), as 
nanopartículas podem não cruzar livremente ou indiscriminadamente 
todas as barreiras biológicas. Deste modo, as nanopartículas são 
incorporadas aos materiais a fim de melhorar suas propriedades (Mann, 
2006) e algumas são reconhecidas por suas ações antimicrobianas, 
antifúngicas e antiinflamatórias (Weir et al., 2008). 
 As propriedades especiais das nanopartículas derivam de sua 
elevada proporção entre a área de superfície e o volume (Bhattacharya 
& Mukherjee, 2008). Elas também têm uma porcentagem, 
consideravelmente mais alta, de átomos em sua superfície, quando 
comparadas com outras partículas, o que pode torná-las mais reativas e 
tóxicas (Chen et al., 2006). Neste contexto, dentro da célula, as 
nanopartículas podem ser acumuladas e provocar efeitos tóxicos a nível 
celular (Oberdorster et al., 2005) ou à nível de organismo (Avakian et 
al., 2002; Armstrong et al., 2004). Sendo assim, mesmo fornecendo 
benefícios para a indústria, há uma preocupação crescente de que as 
substâncias anteriormente consideradas biologicamente inertes possam, 
de fato, tornarem-se tóxicas em um estado nanoparticulado devido a sua 
maior reatividade e, possivelmente, sua maior facilidade de penetração 
nas células (Reeves et al., 2008). 
 
1.2 NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
As nanopartículas de metais de transição externo, apesar de 
parecer uma tecnologia recente, são bem mais antigas do que se pode 
imaginar, visto que a taça de Licurgo, relíquia romana do século IV é, 
provavelmente, o exemplo mais famoso do uso de nanopartículas. Sua 
cor é devido à presença de nanopartículas de ouro (GNP) e de prata 
(SNP) em sua estrutura, o que permite a mudança de cor conforme a 
variação da luz (Freestone et al., 2007) (fig. 2). 
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Fig. 2. Taça de Licurgo (Lycurgus cup). Fonte: Figura extraída do site 
http://www.cambridge2000.com. 
 
O ouro tem uma longa história de uso medicinal, sendo utilizado 
pelos chineses desde 2.500 a.C., sua inclusão no arsenal terapêutico 
pode servir para remotar a medicina chinesa (Juzenas et al., 2008). O 
ouro já foi utilizado no passado para o tratamento de doenças como 
epilepsia e sífilis. Soluções vermelhas de ouro coloidal são utilizadas até 
hoje na Índia como rejuvenescedores e revitalizantes. O ouro coloidal 
também já foi usado na medicina para tratamento de tuberculose em 
1920 e também foram encontradas grandes aplicações clínicas no 
tratamento de doenças reumáticas (Bhattacharya & Mukherjee, 2008). 
Recentemente com o desenvolvimento da nanotecnologia, a utilização 
do ouro na medicina, principalmente em estudos envolvendo 
diagnósticos e terapias do câncer, na entrega de farmácos e na indústria 
alimentar (Tedesco et al., 2010), tem crescido rapidamente nos últimos 
anos. 
Além disso, o ouro apresenta-se vantajoso devido a sua 
propriedade de biocompatibilidade, uma síntese relativamente simples, o 
controle do tamanho das nanopartículas, a facilidade de modificação 
química de sua superfície, e a facilidade de caracterização devido à 
presença de uma banda de superfície plasmon ressonante (Jain et al., 
2007b). Sabendo que as propriedades químicas e físicas das 
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nanopartículas dependem de fatores como o tamanho, a composição, a 
forma, a razão de aspecto e a natureza da sua superfície (Huang  et al, 
2006; Bhattacharya & Mukherjee, 2008). São então as variáveis 
determinantes para o sucesso no desenvolvimento das nanopartículas de 
ouro que possam ser utilizadas em terapias químicas. 
Aliado a isso, as GNP são estudadas mais intensamente, 
principalmente por serem um dos nanomateriais mais utilizados na 
terapêutica de bioimagem e biomedicina (Jain et al., 2007a; Sperling et 
al., 2008). As GNP emergiram como sendo um excelente agente capaz 
de se ligar a pequenas e grandes biomoléculas (Fischer & Chan, 2007).  
A penetração de GNP em membranas celulares é facilitada por sua 
escala nanométrica, podendo ter muitas finalidades nas aplicações 
biomédicas (Ghosh et al., 2008). Em especial, as GNP têm uma de suas 
aplicações voltada a diagnóstico e tratamento do cancro e entrega de 
medicamentos (Tedesco et al., 2010), bem como, o ouro coloidal e 
alguns dos seus compostos têm propriedades terapêuticas reconhecidas, 
especialmente para o tratamento de processos inflamatórios e artríticos 
(Kim et al., 2007). Recentemente, estudos em nosso laboratório 
demonstraram a ação antiinflamatória de GNP no tratamento de lesão 
tendinea (Dohnert et al., 2012) e lesão muscular  (Victor et al., 2012) em 
modelo animal. Além de uma administração tópica de GNP provocar a 
diminuição da inflamação intraocular e dos danos oxidativos em um 
processo inflamatório ocular induzida por lipopolissacarídeo 
provocando uma interferencia no caminho do receptor do tipo toll 4 
(TLR4) / e do fator nuclear kappa B (NF-кB) (Pereira et al., 2012).  
Neste cenário, estudos vêm demonstrando a forte afinidade da 
ligação entre GNP e grupos tiois e aminas facilitando associação com 
fármacos, bem como sua conjugacão com biomoléculas, por exemplo, o 
ácido desoxirribonucleico (Katz & Willner, 2004; Ojea-Jiménez & 
Puntes, 2009).  
 Apesar da ampla variedade de aplicações, pouco se sabe sobre a 
toxicidade das GNP à saúde humana, especialmente ao sistema nervoso 
central. Devido às suas dimensões, as nanopartículas têm a capacidade 
de ultrapassar a barreira hemato-encefálica (Hu & Gao, 2010), sendo 
este um sistema que proteje o cérebro, separando-a do contato direto 
com a circulação do sangue (Barbu et al., 2009). Todavia, ao fazê-lo, 
impede o acesso de um grande número de agentes de diagnósticos e 
terapêuticos em distúrbios neurológicos (Barbu et al., 2009). 
Nanopartículas metálicas podem ser preparadas em diversas formas e 
dimensões, de modo que possam superar essa barreira física e entrar no 
cérebro (Kreuter, 2001; Kreuter, 2004; Koziara et al., 2006). 
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Estudos mostram que administração de GNP menores que 12 nm 
de diâmetro podem atravessar a barreira hemato-encefálica de 
camundogos (Oberdorster et al., 2004; Sarin et al., 2008). É possível 
vislumbrar novas terapias para doenças neurológicas baseadas na 
associação entre nanopartículas e fármacos. Porém, os efeitos tóxicos 
das nanopartículas sobre o sistema nervoso central (SNC) são pouco 
compreendidos. A neurotoxicidade induzida por nanopartículas é um 
tema que requer mais atenção (Hu & Gao, 2010).   
 Estudo de Sonavane et al. (2008), mostrou que a administração 
intravenosa de GNP em camundogos, no tamanho entre 15 e 50 nm, foi 
capaz de ultrapassar a barreira hemato-encefálica, sendo que a 
distribuição de GNP nos tecidos é tamanho-dependente, ou seja, a GNP 
no tamanho de 15 nm se mostrou mais difundida. Tedesco et al. (2010), 
demonstraram aumento da peroxidação lipídica após exposição de 
Mytilus edulis em tanques com 750 ppb de GNP 5,3 nm por 24 horas. 
Pan et al. (2009), constataram que 1,4 nm de nanoesferas de ouro 
incubadas por 6 e 12 horas apresentaram indicadores de estresse 
oxidativo, espécies reativas de oxigênio, potencial e integridade 
mitocondrial, bem como substratos mitocondriais comprometidos. 
Curiosamente, não encontraram evidência de danos celulares para 
nanoesferas de ouro no tamanho de 15 nm. 
Estudo de Paula et al. (2009), mostrou que SNP (10, 25 e 50 
mg.L
-1
) in vitro inibiram a atividade da creatina quinase em tecido 
cerebral de ratos e, Costa et al. (2010), mostraram que a SNP inibiu in 
vitro a atividade dos complexos I, II, III e IV da cadeia respiratória 
mitocondrial também no tecido cerebral de ratos nas mesmas 
concentrações. Estudo de Rahman et al. (2009) mostrou que SNP, 25 
nm, podem induzir neurotoxicidade através da geração de radicais 
livres, alteração da expressão gênica e apoptose. Além disso, estudo de 
Ma et al. (2010) demonstrou que nanopartículas de dióxido de titânio 
(TiO2) induz, dose dependente, peroxidação lipídica, diminuição da 
atividade das enzimas antioxidantes e aumento da liberação de óxido 
nítrico em cérebro de camundongos.    
Brown et al. (2001), concluíram em seus estudos que a área de 
superfície muito grande de partículas ultra-pequenas pode resultar na 
geração direta de espécies reativas de oxigênio (EROs). Sendo que estas 
podem causar danos celulares por atacar o ácido desoxirribonucleico 
(DNA), proteínas e membranas celulares, além de provocar alterações 
no citoplasma, função mitocondrial e núcleo (Lewinski et al., 2008).  
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1.3 METABOLISMO ENERGÉTICO CEREBRAL 
 
O cérebro desenvolve uma intensa atividade metabólica, porém 
possui uma pequena reserva energética em relação ao grande consumo 
de glicose, existindo assim uma necessidade contínua de substratos 
(Dickinson, 1996). A glicose é o principal metabólito energético 
utilizado pelo cérebro (Erecinska & Silver, 1994). A glicose entra na 
célula e pode ser metabolizada em diferentes rotas. No entanto, a 
principal via de degradação da glicose é a glicólise. Esta via é composta 
por uma sequência de dez reações enzimáticas e tem como produto final 
o piruvato, cuja função no metabolismo energético é fornecer parte da 
energia utilizada pelos organismos (Clark et al., 1993; Lehninger et al., 
2007; Berg et al., 2008). Em condições aeróbicas, o piruvato é 
transportado para dentro da mitocôndria e sofre uma descarboxilação 
oxidativa, formando a acetil coenzima A (acetil-CoA) (Lehninger et al., 
2007; Berg et al., 2008). 
A acetil-CoA, formada a partir do piruvato, é oxidada a dióxido 
de carbono (CO2) pelo ciclo de Krebs, através de uma série de reações 
compostas por oito passos e catalisadas por diferentes enzimas 
(Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008). O ciclo de Krebs inicia com a 
condensação da acetil-CoA com oxaloacetato e, após uma volta 
completa, o ciclo produz duas moléculas de CO2, três de nicotinamida 
adenina dinucleotideo reduzida (NADH), uma de flavina adenina 
dinucleotídeo reduzida (FADH2) e um composto de alta energia, 
guanosina trifosfato (GTP) (fig. 3) (Voet et al., 2002). 
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Fig. 3. Figura ilustrativa do ciclo de Krebs. Fonte: Figura extraída do livro de 
bioquímica Smith et al., 2007. 
 
A ação combinada do ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa 
gera grande parte do ATP (adenosina trifosfato) necessário ao cérebro 
(Erecinska & Silver, 1994). É conhecido que, no cérebro, a fosforilação 
oxidativa fornece em torno de 95% de todo o ATP sintetizado. Neste 
contexto, a mitocôndria é a organela intracelular que mantém os 
suprimentos de energia para o cérebro.  
A mitocôndria é envolvida por duas membranas, uma externa e 
uma interna. A membrana externa é lisa e reveste o espaço 
intermembranas, enquanto que a membrana interna possui múltiplas 
invaginações, denominadas cristas mitocôndriais e reveste a matriz 
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mitocondrial. No espaço intermembranas estão localizadas proteínas de 
grande importância fisiológica, com funções importantes para o 
metabolismo energético como o citocromo c e a creatina quinase. Ainda, 
aderido às cristas mitocôndriais encontra-se uma grande quantidade de 
proteínas componentes da cadeia transportadora de elétrons e a 
adenosina trifosfato sintase (ATPsintase), além de várias proteínas 
transportadoras (Daum, 1985; Devlin & Michelacci, 2003). No seu 
interior, matriz mitocondrial, localizam-se as enzimas do ciclo de Krebs, 
da β-oxidação dos ácidos graxos, ácido ribonucleico (RNA), ribossomos 
e DNA mitocondrial (Daum, 1985; Frey & Mannella, 2000; Reddy, 
2008). 
A maior parte do ATP formado na célula provém da cadeia 
transportadora de elétrons acoplada à fosforilação oxidativa 
mitocondrial. A cadeia transportadora de elétrons é um complexo 
enzimático responsável pela gradativa transferência de elétrons 
provenientes do metabolismo intermediário para a redução do oxigênio 
(O2) e síntese de ATP (Huttemann et al., 2008). Durante este processo, 
os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH2, reduzidas 
durante o ciclo de Krebs, são transferidos para os complexos I e II, 
respectivamente, e destes para os complexos II-III e IV de maneira 
gradativa, até o aceptor final de elétrons, o O2 molecular, com 
concomitante formação de água (H2O). A passagem de elétrons através 
dos complexos I, III e IV é acompanhada do bombeamento de prótons 
da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas. Este gradiente 
eletroquímico, responsável pela formação do potencial de membrana 
mitocondrial, dirige o fluxo de prótons de volta à matriz mitocondrial 
através da ATPsintase, que utiliza esta energia para a síntese de ATP 
(Huttemann et al., 2008), (Fig 4).  
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Fig. 4. Figura ilustrativa da cadeia respiratória mitocondrial. Fonte: Nelson et 
al., 2000. 
 
Um mecanismo que auxilia na manutenção dos níveis cerebrais 
de ATP é o sistema da creatina quinase. A creatina quinase é uma 
enzima presente tanto no citoplasma quando ligada às membranas 
mitocondriais e catalisa a transferência reversível de um fosfato entre a 
fosfocreatina e o ATP (fig. 5). O alto fluxo da reação na direção da 
síntese de ATP, em situações de consumo, indica que a reação é crucial 
para a manutenção de concentrações constantes dos substratos 
energéticos no citoplasma. O sistema creatina/fosfocreatina/creatina 
quinase está associado a algumas funções particularmente importantes 
para o cérebro: tamponamento energético e transferência de ATP de 
sítios de produção para outros de consumo (Erecinska & Silver, 1994). 
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Fig. 5. Figura ilustrativa da transferência do grupo fosfato do ATP com a 
creatina, em vermelho creatina quinase (CK). Fonte: Wyss & Kaddurah-Daouk, 
2000, Adaptado pelo autor. 
 
Diante disso, uma alteração funcional na mitocôndria pode levar, 
portanto, a alterações patológicas nos neurônios (Beal, 1995; Bowling & 
Beal, 1995; Davis et al., 1995). Mutações no DNA mitocondrial e 
reações envolvendo geração de EROs podem danificar a mitocôndria e 
diminuir a atividade dos complexos da cadeia transportadora de 
elétrons. Sendo assim, uma diminuição no transporte de elétrons, além 
de causar um prejuízo na produção de ATP, leva a uma dispersão dos 
elétrons na forma de radicais livres potencialmente danosos às células 
(Halliwell, 1987; Kuloglu et al., 2002). 
 
1.4 ESTRESSE OXIDATIVO 
 
Todas as células aeróbicas podem sofrer dano oxidativo, porém 
o cérebro é particularmente susceptível a este dano. Colabora para isso o 
fato de o cérebro utilizar altas taxas de oxigênio quando comparado a 
50 
 
outros órgãos; suas defesas antioxidantes serem modestas; muitos 
neurotransmissores serem auto-oxidantes; as mitocôndrias neuronais 
gerarem ânion superóxido (O2
-
) e as membranas neuronais serem ricas 
em ácidos graxos poliinsaturados além dos produtos da peroxidação 
lipídica poderem causar dano cerebral (Halliwell, 1987; Kuloglu et al., 
2002).  
Nesta conjuntura, o estresse oxidativo é caracterizado como o 
desequilíbrio entre a geração de espécies oxidantes e as defesas 
antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo em todas as 
biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 1999; Dalle-Donne et al., 2006).  
Os radicais livres, agentes oxidantes, são definidos como 
qualquer espécie química capaz de existir, independentemente, e que 
contenham um ou mais elétrons desemparelhados
 
(Southorn & Powis, 
1988; Halliwell, 1994; Halliwell, 1999; Halliwell & Gutterdge, 2007), o 
que confere alta reatividade a essas espécies devido a situação 
energeticamente instável (Maxwell, 1995). Ainda, tais radicais podem 
ser formados em situações fisiológicas ou patológicas (Halliwell, 1994; 
Peres et al., 2000), podendo o balanço entre os agentes oxidantes e as 
defesas antioxidantes manter-se equilibrado ou ocorrer um aumento na 
produção de EROs, diminuição das defesas antioxidantes ou ambas as 
situações, com consequente rompimento do equilíbrio entre oxidantes e 
antioxidantes. Nessa situação, diz-se que a célula ou o organismo 
encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos (Barp et al., 
2002). Em caso de estresse oxidativo brando e passageiro a célula pode 
adaptar-se aumentando a produção de antioxidantes, porém em situações 
severas a célula em geral evolui para um caso de necrose ou apoptose 
(Halliwell & Gutteridge, 2007). 
Em condições fisiológicas, O2 sofre redução tetravalente, 
resultando na formação de H2O. Entretanto, aproximadamente 5% do O2 
utilizado na cadeia transportadora de elétrons não é completamente 
reduzido, podendo ser convertido a intermediários reativos. A molécula 
de O2 mantém-se unida ao complexo IV da cadeia transportadora de 
elétrons até que ocorra sua redução total (Boveris & Chance, 1973). 
Desse modo, a formação de EROs deve-se ao fato do O2 sofrer 
redução monovalente, o que permite a geração de moléculas ou íons 
reativos durante o processo de redução do O2 (Thannickal & Fanburg, 
2000). Sendo assim, O2 é, primeiramente, reduzido a O2
-
. Em seguida, a 
enzima superóxido dismutase (SOD) reduz o O2
- 
a peróxido de 
hidrogênio (H2O2) (Halliwell & Gutteridge, 2007). Uma vez que o H2O2 
é formado, esse deve ser reduzido à H2O para prevenir a formação do 
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radical hidroxil (OH
-.
) pela reação de Fenton ou de Haber-Weiss 
(McCord, 1987; Gutteridge & Halliwell, 2000).  
Uma das enzimas capaz de reduzir o H2O2 é a catalase (CAT). 
A glutationa peroxidase (GPx) também consegue eliminar o H2O2 pelo 
acoplamento da sua redução à H2O com a oxidação da glutationa 
reduzida (GSH). O produto dessa reação, glutationa oxidada (GSSG), 
consiste de duas GSH ligadas por uma ponte dissufeto, e pode ser 
convertido novamente a GSH pela enzima glutationa redutase (GSR) 
(Halliwell, 2006), conforme figura 6. 
 
 
Fig. 6. Figura ilustrativa da formação de espécies reativas de oxigênio, defesa 
antioxidante e os danos celulares. Fonte: Ramakrishnan et al., 2007. 
 
As EROs estão, constantemente, sendo formadas na célula. 
Algumas são produzidas como produtos acidentais de reações 
enzimáticas normais, que escapam do sítio ativo de enzimas que contêm 
metais durante reações de oxidação. Outros, como o H2O2, são produtos 
fisiológicos de oxidases (Smith et al., 2005). Como mecanismo 
compensador do processo oxidativo, o organismo possui um sistema 
antioxidante, que atacam conjuntamente na proteção celular (Halliwell, 
1999). 
Todavia, as defesas antioxidantes não são 100% efetivas, já que o 
dano oxidativo a lipídeos, proteínas, DNA e outras moléculas pode ser 
demonstrado nos sistemas vivos em ambiente aeróbico. Assim, alguns 
autores classificam como defesa antioxidante os sistemas de reparo 
necessários para lidar com moléculas danificas (reparo ao DNA) ou para 
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degradar lipídeos e proteínas danificadas (Halliwell & Gutteridge, 
2007). 
O alvo celular primário do estresse oxidativo pode variar 
conforme o tipo celular, as espécies reativas geradas, o sítio de geração 
(intra ou extracelular) e a proximidade do oxidante à estrutura celular. 
Diante disso, as EROs extraem elétrons de outros compostos para poder 
completar seus próprios orbitais, iniciando assim, uma reação em cadeia 
(Smith et al., 2005), visto que os elétrons não pareados neste orbital 
conferem alta reatividade à molécula, a qual apresenta forte tendência a 
adquirir um segundo elétron para esse orbital (Smith et al., 2005).  
O ataque das EROs aos lipídeos das membranas desencadeia um 
processo chamado lipoperoxidação, formando muitos produtos 
secundários, entre eles o malondialdeído (Urso & Clarkson, 2003). As 
EROs podem modificar a conformação química inicial dos ácidos 
graxos poliinsaturados e, consequentemente, alterar a coesão, fluidez, 
permeabilidade e funções metabólicas das células (Chihuailaf et al., 
2002). 
A oxidação direta de proteínas por EROs produz derivados 
carbonilados altamente reativos, resultando na oxidação das cadeias 
laterais de diversos aminoácidos (Dalle-Donne et al., 2006). 
Adicionalmente, a quantificação de proteínas carboniladas apresenta 
uma vantagem sobre os produtos da lipoperoxidação como marcador de 
estresse oxidativo, pois as proteínas oxidadas geralmente são mais 
estáveis (Dalle-Donne et al., 2003).  
Além disso, as EROs também são as principais fonte de dano ao 
DNA, sendo que este dano gera várias classes de produtos que podem 
ser identificadas, incluindo os produtos de oxidação de bases e os 
produtos de fragmentação (quebra de fita simples ou dupla), ligações 
cruzadas e produtos de fragmentação de açúcares (Cooke et al., 2006). 
O estresse oxidativo tem sido identificado como um mecanismo 
de toxicidade de nanopartículas (Li et al ., 2008) e esses efeitos tóxicos 
envolvem principalmente o aumento da geração de EROs (Siddiqi et al., 
2012), sendo que estas espécies formadas podem exercer efeitos nocivos 
sobre as células e organismos (Halliwell, 1994; Peres et al., 2000),  
levando a processos oxidativos  dando origem a efeitos citotóxicos, 
inibição da atividade metabólica e possíveis danos ao DNA (Lapresta-
Fernández et al., 2012). 
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1.5 DANO AO DNA 
 
O DNA é uma molécula constituída de uma base orgânica, uma 
pentose (desoxorribose) e um grupo fosfato. A esta molécula é atribuída 
à função de carregar a informação transcricional de todas as 
biomoléculas do organismo. Entretanto, os milhões de nucleotídeos que 
a constitui são vulneráveis ao ataque de outros agentes químicos, 
resultando em alterações na sua propriedade codificantes (fig. 7) 
(Clausen-Schaumann et al., 2000).  
 
 
 
Fig. 7. Figura ilustrativa da mutação genética onde um dano ao DNA acaba 
rompendo a dupla hélice, comprometendo o mRNA que vai alterar a formação 
protéica, alterando a proteína, gerando um erro basal, liberando uma proteína 
errônea e comprometendo a atividade dos complexos ou até mesmo levando a 
uma mutação ou ainda morte celular. Fonte: http://www.sciencemuseum.org.uk. 
 
A mutação pode ser definida como qualquer mudança na 
sequência de nucleotídeos ou arranjo do DNA e é classificada em 
mutações genômicas (afetam o número de cromossomos na célula), 
mutações cromossômais (alteram a estrutura de cromossomos 
individuais) e mutações gênicas (alteram genes individuais) (Nussbaum 
et al., 2002). 
Células normais são capazes de reparar as lesões no DNA com 
precisão através de um ou mais processos diferentes. O DNA danificado 
e não reparado pode acarretar em defeitos na transcrição e replicação da 
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molécula, resultando em uma série de transtornos, incluindo a morte 
celular, o câncer e mudanças hereditárias via mutagênese, com sérias 
implicações evolutivas (Kornhauser et al., 1991). A manutenção da 
integridade do genoma e a capacidade de reparação do DNA decorrente 
de danos que ocorrem devido a fatores internos e externos são, portanto, 
um dos requisitos de qualquer organismo para sobreviver e manter a 
estabilidade das espécies (Kornhauser et al., 1991). 
Um dos testes mais utilizados para verificar a potencial 
genotóxico de uma substância é o Ensaio Cometa. Ele é capaz de 
detectar danos ao DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes 
e oxidantes (Silva et al., 2003). Esse teste não detecta mutações, mas 
sim lesões genômicas que, após serem processadas, podem resultar em 
mutações. Tais lesões são passíveis da correção e, dessa maneira, esse 
teste também pode ser utilizado para estudos de reparo no DNA, 
trazendo informações importantes sobre a cinética e o tipo de lesão 
reparada, embora não possibilite inferir a fidedignidade do processo de 
reparo (Gontijo & Tice, 2003; Gameiro, 2005). Esse ensaio vem sendo 
amplamente utilizado na avaliação de genotoxicidade de novos 
fármacos, no monitoramento ambiental e no biomonitoramento humano 
(Faust et al., 2004; Brendler-Schwaab et al., 2005; Kumaravel & Jha, 
2006; Moller, 2006; Burlinson et al., 2007; Guerci et al., 2007) e nas 
pesquisas sobre danos e reparação de DNA (Speit & Hartmann, 1999; 
Hartmann et al., 2003; Collins, 2004; Moller, 2006; Burlinson et al., 
2007; Collins, 2007; Gaivão et al., 2007; Guerci et al., 2007).  
Considerando as propriedades antiinflamatórias e a baixa 
toxicidade das GNP (Shukla et al., 2005), vários estudos estão sendo 
realizados em nosso grupo de pesquisa utilizando fonoforese e/ou 
iontoforese com aplicação tópica de GNP-10 associada a gel de 
diclofenaco para o tratamento de lesões musculares e tendinosas em 
ratos, utilizando ultrassom (Dohnert et al., 2012; Victor et al., 2012), 
bem como, para tratamento antiinflamatório tópico intra-ocular em 
modelo animal de uveíte (Pereira et al., 2012). Esses estudos 
apresentam-se promissores e indicam a possibilidade de utilização 
destas novas terapias para o tratamento destas lesões ou reações 
inflamatórias nos seres humanos.  
No entanto, avanços nos estudos sobre nanotecnologia e interação 
de nanomateriais com o sistema biológico, abrem possibilidades de 
diversas aplicações e vantagens, às vezes, inerentemente, eles podem 
apresentar efeitos tóxicos à saúde humana. Neste sentido é de 
fundamental importância investigar o potencial funcional e tóxico das 
mesmas a nível cerebral.  
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O número de publicações específicas sobre nanotoxicologia tem 
diminuido em comparação a nanotecnologia. A maioria destes estudos 
avaliou principalmente a citotoxicidade, assim, em muitos casos, doses 
muito elevadas de exposição foram necessárias. No entanto, estas 
investigações negligenciaram as alterações celulares sutis que podem 
surgir em concentrações mais baixas, que não resultam em morte 
celular, mas podem contribuir para riscos a saúde humana (Singh et al., 
2009). 
Apesar da neurotoxicidade de GNP ser um tema novo e que 
requer atenção, as nanopartículas são amplamente utilizadas. Está bem 
descrito na literatura a importância do metabolismo energético na 
manutenção dos níveis de ATP cerebral, e que um dano neste sistema 
pode resultar num desequilibrio oxidativo, bem como em dano ao DNA, 
o que pode acarretar sérias consequências ao indivíduo. Com base nisso, 
o presente estudo se faz necessário para melhor avaliar os efeitos do 
GNP sobre estes marcadores em tecido cerebral, no sentido de adquirir 
esclarecimentos adicionais relacionados a futuras pesquisas sobre o 
potencial risco associados à nanotecnologia que podem ser atribuíveis, 
em grande parte, ao aumento das possibilidades de tratamentos e 
aplicações biomédicas com segurança, devendo ser uma linha ativa de 
pesquisa. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos da administração aguda e crônica de GNP de 
10 e 30 nm sobre parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos Wistar. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Sintetizar e caracterizar GNP nos tamanhos de 10 e 30 nm; 
 Avaliar o efeito da administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 sobre parâmetros de metabolismo energético (citrato 
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase, creatina 
quinase, complexo I, II, II-III e IV) no córtex pré-frontal, 
cerebelo, hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos; 
 Avaliar o efeito da administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 em parâmetros de dano oxidativo (TBARS e 
carbonilação de proteínas) no córtex pré-frontal, cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos; 
 Avaliar o efeito da administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 sobre a atividade antioxidante das enzimas SOD e 
CAT no córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e 
córtex posterior de ratos; 
 Avaliar o efeito da administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 sobre o dano ao DNA no córtex posterior de ratos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1 SÍNTESE DAS GNP 
 
GNP de tamanhos médios de 10 e 30 nm foram sintetizadas como 
descrito por Turkevich e colaboradores (Turkevich et al., 1951) com 
pequenas modificações, a partir de redução química do precursor 
metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) 
com o agente redutor e estabilizante citrato de sódio di hidratado 
(Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, Brasil). O controle dimensional das 
nanopartículas foi efetuado variando-se a concentração do agente 
redutor. 
Estudos prévios variando-se sistematicamente as concentrações 
de citrato de sódio foram efetuados até se obter GNP nas duas 
dimensões desejadas. Soluções de citrato de sódio nas concentrações de 
136,0 e 8,5 mM foram usadas para obter os diâmetros médios de GNP-
10 e GNP-30, respectivamente. 
Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de ácido tetracloroáurico, 
foram transferidos para um balão de fundo redondo, a solução aquecida 
até 90 ºC e sob agitação a 700 rpm. Solução de citrato de sódio, 
previamente preparada, foi então adicionada, e o sistema foi mantido à 
temperatura descrita, agitando a 200 rpm durante 20 minutos. As 
soluções adquirem as colorações correspondentes a cada tamanho de 
GNP sintetizadas apresenando um pH de 6,50 (GNP-10) e 2,80 (GNP-
30). Por conseguinte, o pH de ambas soluções foram ajustadas para o 
pH fisiológico com uma solução tampão e, posteriormente, 
centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), seguidas pela remoção do 
sobrenadante e enxague duas vezes com água ultrapura  e, finalmente, 
disperso em solução salina (NaCl 0,9 %), a concentração da solução foi 
ajustada e armazenados a 7 °C até serem usados. 
 
3.2 CARACTERIZAÇÃO DAS GNP 
 
3.2.1 Espectrometria UV-Vis 
  
Após a síntese, as soluções de GNP foram caracterizadas 
empregando-se a técnica de espectroscopia no ultravioleta-visível (UV-
Vis), via monitoramento da banda de superfície de plasmon ressonante 
(SPR), usando um espectrofotômetro modelo UV-1800, difração de 
raios-x, através do equipamento de LAB-X, modelo XDR-6000 
(Shimadzu). 
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Para a espectrometria de UV-visível, a medição da banda de SRP, 
foi realizada a temperatura ambiente no espectrofotômetro utilizando 
uma cubeta de quartzo contendo uma alíquota de 1 mL com cada uma 
das soluções. O espectro eletrônico das soluções foi monitorado 
diariamente, durante uma semana, no intuito de revelar qualquer 
alteração do comprimento de onda na máxima absorção. 
 
3.2.2 Difratometria de Raio-X 
 
Para medidas de difratometria de raios-x (DRX), uma alíquota de 
9 mL da solução de GNP foi centrifugada a 10.000 rotações por minuto 
por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o material sedimentado 
transferido para uma porta amostra e seco em estufa. O material foi 
caracterizado com os seguintes parâmetros: Comprimento de onda da 
radiação do tubo de cobre: 1.54056 , voltagem de 30 kV, corrente 30 
mA. Velocidade de varredura: 2°/min, ao passo de 0.02°, entre 20-80° 
(Balasubramanian et al., 2010). O diâmetro médio das GNP foi 
calculado usando a equação de Scherrer (Yan et al., 2005).  
 
Equação de Scherrer: D =      K ___ 
                                             cos() 
 
Onde, D é Diâmetro médio, K = 0,94, uma constante 
caracteristica das partículas esféricas,  é comprimento onda (raios-x 
usado): 1,54056, : Largura da banda a meia altura (total na metade 
máxima do pico em radianos) e : Ângulo de Bragg (do pico de 100% 
de intensidade) (Aromal & Philip, 2012).  
 
3.2.3 Caracterização Morfológica 
 
A caracterização morfológica das nanopartículas empregadas 
neste estudo foi efetuada com auxílio de um microscópio de transmissão 
eletrônica JEOL Titan 80-300 kV. As amostras foram preparadas da 
seguinte forma: imediatamente após a síntese, uma alíquota de solução 
de GNP foi diluída até obter absorbância inferior a 0,10 e transferida 
para um tubo Eppendorf que foi mantido em banho ultrassônico por 15 
minutos. Em seguida, um porta amostra de cobre foi imerso na solução e 
deixado secar ao ar por 12 h. A curva de distribuição de partículas foi 
efetuada selecionando-se uma região do porta-amostras contendo GNP 
bem dispersas.  
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3.2.4 Potencial Zeta e concentração da solução 
 
A análise do Potencial Zeta (ZetaPALS; Brookhaven Instruments, 
Nova Iorque, EUA) foi utilizado para medir os potenciais Zeta das GNP. 
A temperatura foi mantida a 25 °C. A concentração de ouro nas soluções 
de GNP foi determinada por espectrometria de absorção atômica (EAA) 
utilizando um espectrofotômetro modelo AA240 FS-FAST 
SEQUENTIAL ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETER marca 
VARIAN. 
 
3.3 ANIMAIS 
 
Foram utilizados 84 ratos (14 animais por grupo), machos (250-
300 g) com idade de 60 dias obtendo-se do biotério da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os animais foram randomizados e 
divididos em seis grupos, três grupos para administração aguda e três 
grupos para administração crônica assim distribuídos: solução salina 
(grupo 1), solução aquosa de GNP-10 (grupo 2) e solução aquosa de 
GNP-30 (grupo 3), conforme esquematizado na figura 8. Os animais 
tiveram livre acesso à comida e água, sendo mantidos em ciclo 
claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada entre 22ºC ± 1ºC.  
 
Fig. 8. Esquema da distribuição dos grupos. Fonte: o autor 
 
Os experimentos foram realizados após aprovação do Comitê de 
Ética no Uso de Animais da UNESC sob o protocolo nº 03/2012 e 
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seguiram os Princípios de Cuidados de Animais de Laboratório 
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde dos 
Estados Unidos da América, NIH, publicação número 85-23, revisada 
em 1996), (Anexo A). 
O descarte de animais utilizados neste experimento foi através do 
acondicionamento em saco branco leitoso e encaminhado para freezer 
(conservação) na universidade. Após conservação, foram coletados e 
transportados por empresa terceirizada. Os resíduos foram tratados 
fisicamente e posteriormente encaminhados para disposição final em 
aterro sanitário. Todos os procedimentos foram realizados conforme 
RDC nº 306/2004 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA).  
 
3.4 ADMINISTRAÇÃO DAS GNP 
 
A solução de GNP com concentração 70 mg. L
-1
 nos tamanhos 
médios de 10 e 30 nm foram administradas intraperitonealmente, 
usando-se uma seringa de insulina de 1 ml, na dose de 70 g. kg
-1
 em 
ratos Wistar adultos. Os tamanhos e a dose foram determinados com 
base em estudos realizados previamente pelo grupo, a partir do resultado 
de outras soluções de nanopartículas que foram sintetizados pelo mesmo 
laboratório.  
 
3.4.1 Administração aguda 
 
Os animais receberam uma única administração intraperitoneal de 
solução salina ou GNP (10 ou 30 nm).  Vinte e quatro horas após a 
administração os animais foram mortos por decapitação, o cérebro 
removido e o córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e córtex 
posterior foram isolados para as análises bioquímicas. 
 
3.4.2 Administração crônica 
 
Os animais receberam, uma vez ao dia, por 28 dias, 
administrações intraperitoneais de solução salina ou GNP (10 ou 30 
nm). Vinte e quatro horas após a última administração os animais foram 
mortos por decapitação, o cérebro removido e o córtex pré-frontal, 
cerebelo, hipocampo, estriado e córtex posterior foram isolados para as 
análises bioquímicas. 
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3.5 PREPARAÇÃO DO TECIDO E DO HOMOGENEIZADO 
 
As estruturas cerebrais córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, 
estriado e córtex posterior foram removidas e homogeneizadas (1:10, 
w/v) em tampão de SETH, pH 7,4 (250 mM de Sacarose, 2 mM de 
EDTA, 10 mM Trizma base, 50 UI /ml de Heparina). Os homogenatos 
foram centrifugados a 800 x g durante 10 min a 4 ° C, e os 
sobrenadantes foram armazenados a -70 °C até a determinação da 
atividade das enzimas. O período máximo entre a preparação do 
homogeneizado e a análise das enzimas foi inferior a 5 dias. O teor de 
proteína foi determinado de acordo com o método descrito por Lowry et 
al. (1951), utilizando albumina bovina como padrão de proteína 
 
3.6 PARÂMETROS DE METABOLISMO ENERGÉTICO 
 
3.6.1 Atividade da citrato sintase 
 
A atividade da citrato sintase foi avaliada de acordo com o 
método de Faloona & Srere (1969), em meio de incubação contendo 100 
mM Trizma base, pH 8,0, 100 mM de acetil-CoA, 100 mM de 5,5'-di-
tio-bis-(ácido 2 - nitrobenzóico), 0,1% de Triton X-100 e 2-4 μg de 
proteína do sobrenadante. A reação foi iniciada pela adição de 
oxaloacetato e acompanha em 412 nm. A atividade foi expressa em 
nmol/min x mg de proteína. 
 
3.6.2 Atividade da malato desidrogenase 
 
A atividade da malato desidrogenase foi avaliada de acordo com 
o método descrito por Kitto (1969), em meio de incubação contendo 10 
mM de rotenona, 0,2% de Triton X-100, 0,15 mM de NADH e 100 mM 
tampão de fosfato de potássio, pH 7,4, a 37 °C. A reação foi iniciada 
após a adição de oxaloacetato e o consumo de NADH foi acompanhado 
através da redução da absorbância em 340 nm durante 3 a 5 minutos a 
37ºC. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteína. 
 
3.6.3 Atividade da succinato desidrogenase 
 
A atividade da enzima succinato desidrogenase foi determinada 
de acordo com o método descrito por Fischer et al. (1985), em meio de 
incubação contendo tampão fosfato de potássio 62,4 mM pH 7,4, 
succinato de sódio 250 mM e dicloroindofenol (DCIP) 9 M, foi 
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adicionada amostra contendo cerca de 80 a 140 g de proteína. Os 
sistemas foram pré-incubados por 20 minutos a 30°C em banho-maria e, 
após, foram adicionados azida sódica 100 mM, rotenona 2 mM, 
metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 M. A redução do DCIP foi 
determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985). 
A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteína. 
 
3.6.4 Atividade da creatina quinase 
 
A atividade da enzima creatina quinase foi determinada de acordo 
com o método descrito por Hughes (1962), em meio de incubação 
contendo 0,625 mM de lauril maltosídeo, 60 mM Trizma base-HCl, pH 
7.5, 7 mM de fosfocreatina, 9 mM de sulfato de magnésio (MgSO4) e 
cerca de 0.4-1.2 μg de proteína em um volume final de 100 μL. Após 15 
minutos de pré-incubação a 37 °C, a reação foi iniciada pela adição de 
3,2 mmol de ADP (adenosina difosfato). A reação foi parada após 10 
minutos através da adição de 1 μmol de ácido p-
hidroximercuriobenzóico. A creatina formada foi mensurada de acordo 
com o método colorimétrico após adição de 100 μL de 2% α-naftol e 
100 μL de 0,05% de diacetil em um volume final de 1 ml e após 20 
minutos, as reacões foram lidas no espectrofotômetro a 540 nm. Os 
resultados foram expressos como nmol/min x mg de proteína. 
 
3.6.5 Atividade do complexo I 
  
A atividade do complexo I foi avaliada pelo método descrito por 
Cassina & Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente da redução do 
ferricianeto a 420 nm. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de 
proteína. 
 
3.6.6 Atividade do complexo II 
 
A atividade do complexo II foi medida pelo método descrito por 
Fischer et al. (1985), onde a diminuição da absorbância do 2,6-DCIP em 
600 nm foi usada para o cálculo da atividade do complexo II. A 
atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteína. 
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3.6.7 Atividade do complexo II-III 
 
A atividade do complexo II-III foi determinada de acordo com 
Fischer et al. (1985) e foi baseada na redução do citocromo c 
acompanhada por espectofotometria a 550 nm a 37

C. A reação foi 
iniciada pela adição de decilubiquinol e o aumento na absorbância em 
550 nm durante 3 minutos a 37ºC, devido à redução do citocromo c, foi 
acompanhado. Após 3 minutos foi acrescentada antimicina A (3 µg/mL) 
e o valor da absorbância foi acompanhada durante outros 3 minutos. A 
atividade do complexo II-III foi determinada como atividade sensível à 
antimicina. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteína. 
 
3.6.8 Atividade do complexo IV 
 
A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com 
Rustin et al. (1994), e foi calculada pela diminuição do valor da 
absorbância causada pela oxidação do citocromo c reduzido, medido em 
550 nm. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteína. 
 
3.7 PARÂMETROS DE DANO OXIDATIVO E DEFESA 
ANTIOXIDANTE 
 
3.7.1 Determinação de TBARs (substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico) 
 
O índice de peroxidação lipídica foi verificado através da 
formação de TBARS durante uma reação de aquecimento do ácido 
tiobarbitúrico (TBA) como descrito por Draper & Hadley (1990). 
Resumidamente, as amostras foram misturadas com 1 mL de ácido 
tricloroacético 10% e 1 mL de TBA 0,67%. Posteriormente foram 
aquecidos em banho-maria por 30 minutos. Nível de TBARs foram 
determinados pela absorbância a 532 nm usando 1,1,3,3 
tetrametoxipropano como um padrão externo. Os resultados foram 
expressos como TBARs nmol/mg proteína. 
 
3.7.2 Determinação de carbonilação de proteínas 
 
A carbonilação de proteinas foi medida pela determinação de 
grupos carbonil baseados na reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH), 
previamente descrito por Levine et al. (1990). Proteínas foram 
precipitadas pela adição de 20% ácido tricloroacético e reagiu com 
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DNPH. O conteúdo de carbonil foi determinado 
espectrofotometricamente em λ=370 nm considerando um coeficiente de 
absortividade molar de 22.0000. Os resultados foram expressos como 
conteúdo de carbonil nmol/mg proteína x 10
-12
. 
 
3.7.3 Atividade da SOD 
  
Atividade da SOD foi determinada medindo-se a inibição da 
auto-oxidação da adrenalina como absorbância a 480nm, conforme 
descrito anteriormente por Bannister & Calabrese (1987), e os 
resultados foram expressos em unidade/mg proteína. 
 
3.7.4 Atividade da CAT 
  
Atividade da CAT foi medida pela taxa de redução na 
absorbância do peróxido de hidrogênio a 240 nm (Aebi, 1984), e os 
resultados foram expressos em unidade/mg proteína. 
 
3.8 AVALIAÇÃO DE DANO AO DNA 
 
3.8.1 Ensaio cometa  
 
Os níveis de frequência de dano (FD) e índice de dano (ID) ao 
DNA foram avaliados utilizando-se o ensaio cometa no qual foi 
realizado sob condições alcalinas, conforme descrito por Singh et al. 
(1988), com algumas modificações sugeridas por Tice et al. (2000). As 
amostras de córtex posterior foram dissecadas e imersas em tampão 
fosfato (PBS) refrigerado. Em seguida elas foram individualmente 
homogeneizadas com o auxílio de uma seringa, a fim de obter uma 
suspensão celular. As células obtidas da dissociação de tecidos 
(alíquotas de 25 μL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de 
fusão (0.75%, w/v, 95 μL ou 75 μL, respectivamente) e a mistura foi 
adicionada a uma lâmina de microscópio pré-coberta com agarose 
(1,5%) de ponto de fusão normal, cobrindo posteriormente com uma 
lamínula e levando, então, à geladeira por aproximadamente 5 minutos a 
4ºC para solidificação. Logo após, as lamínulas foram cuidadosamente 
retiradas  imersas em tampão de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e 
10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adição na hora do uso de 1% de Triton 
X – 100 e 10% de Dimetilsulfóxido - DMSO) a 4ºC por um período 
mínimo de 1 hora e máximo de 2 semanas. Após este período, as 
lâminas foram incubadas em tampão alcalino (300 mM NaOH e 1mM 
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EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a 
corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampão nas seguintes 
condições:  a 25V e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram 
realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as lâminas 
foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi 
corado com nitrato de prata (Villela et al., 2006). 
Foi realizada avaliação de 100 células por indivíduo e por tecido 
(50 células em cada lâmina duplicada). Tais células foram avaliadas 
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o 
tamanho da cauda, sendo a classificação para ausência de cauda, até 4 
para o comprimento máximo de cauda (Collins, 2004). Desta forma, 
tem-se um Índice de danos para cada grupo variando de zero (100 X 0 = 
0; 100 células observadas completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 
400; 100 células observadas com dano máximo). Calculou-se a 
frequência de danos (em %) em cada amostra com base no número de 
células com cauda versus o número de células sem cauda. As diretrizes 
internacionais e recomendações para o ensaio do cometa consideraram 
que o escore visual de 70 cometas é um método de avaliação bem 
validado. Ele tem uma alta correlação com a análise de imagem por 
computador (Collins, 2004). Foram utilizados controles negativos e 
positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a 
confiabilidade do procedimento. Todas as lâminas foram codificadas 
para análise às cegas. 
 
3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística entre dois grupos foi realizada com o 
software Bioestat 5.0. Os dados foram expressos em media ± desvio 
padrão. A normalidade das variáveis foi avaliada usando o teste 
Kolmogorov-Smirnov e o teste t de Student  foi usado para comparar os 
grupos. Ainda, a análise estatística utilizada para comparar três grupos 
foi realizada (com o programa Statistical Package for the Social Science 
(SPSS) versão 17.0) usando a análise de variância de uma via 
(ANOVA). Quando ANOVA demonstrava diferença significativa 
(P<0,05), análises post hoc foram realizadas com o teste de Tukey.  
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4 RESULTADOS 
 
4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS GNP 
  
Quantidades suficientes de GNP-10 e GNP-30 foram sintetizadas 
e caracterizadas conforme a metodologia descrita. A figura 9 
corresponde aos espectros eletrônicos de soluções de GNP-10 e GNP-30 
e revelam a presença de uma banda com absorção máxima a 517 nm e a 
547 nm, respectivamente. A inserção na figura 9 corresponde colorações 
das duas soluções de GNP.  
 
 
 
Fig. 9. Espectros eletrônicos para soluções aquosas de GNP-10 e GNP-30. 
GNP-10 (
__ _ __
) e GNP-30 (
______
), bandas a 517 e 547 nm, respectivamente. A 
inserção corresponde as duas soluçõe de GNP. 
 
Os difratogramas de raios-X apresentados na Figura 10 mostram 
reflexões em 38,18 e 44,39
o
 típicos de ouro metálico. Os diâmetros 
médios das nanopartículas foram determinados com base no sinal de 
maior intensidade, ou seja, 2Θ = 38,18
o
 e empregando a equação de 
Scherrer. Os valores obtidos foram de 10 e 30 nm, conforme esperado, 
sendo que estes foram confirmados pelas imagens de TEM, que mostrou 
predominantemente GNP esféricas. 
 
517 nm 
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Fig. 10. Padrão de DRX (Difratograma) de GNP-10 (reflexões a 38,18°) e 
GNP-30 (reflexões a 44,39°). GNP-10 (
__ __ __
) e GNP-30 (
______
). Cu Kα 
radiação (λ = 1,54056 Â, 30 kV, 30 mA ). Taxa de leitura 2°/min.  
 
O teor de ouro em solução, determinado por espectroscopia de 
absorção atômica para ambas as soluções foram de 70 mg L
-1
. As 
medidas de potencial zeta revelaram valores de -30 mV e -35 mV para 
GNP-10 e GNP-30, respectivamente.  
A figura 11 ilustra duas micrografias obtidas por microscopia de 
transmissão eletrônica (TEM) das nanopartículas de ouro. As inserções 
(histogramas) correspondem às respectivas curvas de distribuição de 
tamanho de partículas.  
38,18º 
44,39º 
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Fig. 11. Microscopia eletrônica de transmissão de GNP-10 e GNP-30. 
Nanopartículas de ouro esféricas preparadas em solução aquosa. Diâmetro 10 
nm (A) e diâmetro 30 nm (B). A barra de escala equivale a 20 nm. As inserções 
(histogramas) correspondem às respectivas curvas de distribuição de tamanho 
de partículas.  
 
4.2 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE GNP NA 
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO CICLO DE KREBS E CREATINA 
QUINASE 
 
Os resultados da avaliação da atividade das enzimas citrato 
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase e creatina 
quinase mostraram que após administração aguda de GNP-10 e GNP-30 
não houve alteração na atividade da citrato sintase (fig. 12a). No 
entanto, a atividade da malato desidrogenase (fig. 12b) foi inibida por 
GNP-10 no hipocampo e estriado e ativada por GNP-30 no córtex 
posterior. A atividade da succinato desidrogenase (fig. 12c) foi inibida 
por GNP-10 no hipocampo, estriado e córtex posterior. A atividade da 
creatina quinase (fig. 12d) foi inibida por GNP-10 no hipocampo e 
estriado e inibida por GNP-30 no hipocampo. 
 
A B B 
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Fig. 12. Atividade da citrato sintase, malato desidrogenase, succinato 
desidrogenase e creatina quinase após administração aguda de GNP-10 e GNP-
30. Atividade da citrato sintase (A), malato desidrogenase (B), succinato 
desidrogenase (C) e creatina quinase (D) no córtex pré-frontal, cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando 
o F foi significativo. Os valores são expressos como nmol/min x mg de 
proteína, média ± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.3 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE GNP NA 
ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATÓRIA 
MITOCONDRIAL 
 
Os resultados da avaliação da atividade dos complexos I, II, II-III 
e IV da cadeia respiratória mitocondrial, conforme figura 13, mostraram 
que a atividade do complexo I (fig. 13a) foi ativada por GNP-10 no 
cerebelo e por GNP-30 no estriado. Em contraste, GNP-10 inibiu a 
atividade do complexo I no hipocampo, estriado e córtex posterior. A 
atividade do complexo II (fig. 13b) e II-III (fig. 13c) foram inibidas por 
GNP-10 no hipocampo, estriado e córtex posterior. A atividade do 
complexo IV (fig. 13d) foi inibida por GNP-10 no hipocampo e estriado 
e por GNP-30 no estriado. 
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Fig. 13. Atividade dos complexos mitocondriais após administração aguda de 
GNP-10 e GNP-30. Atividade do complexo I (A), II (B), II-III (C) e IV (D) da 
cadeia transportadora de elétrons no córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, 
estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando o F foi 
significativo. Os valores são expressos como nmol/min x mg de proteína, média 
± desvio padrão. (n=6) * versus grupo controle; p<0,05. 
 
4.4 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE GNP EM 
PARÂMETROS DE DANO OXIDATIVO 
 
Nos resultados encontrados para TBARS e carbonilação de 
proteínas, foi observado que a administração aguda de GNP-10 e GNP-
30 diminuiu os níveis de TBARS no córtex pré-frontal, hipocampo, 
estriado e córtex posterior, mas não alterou no cerebelo (fig. 14a). Além 
disso, os níveis de carbonilação de proteínas diminuiram no hipocampo 
após administração aguda de GNP-10 (fig. 14b) quando comparado ao 
grupo controle.  
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Fig. 14. Níveis de TBARS e carbonilação de proteínas após administração 
aguda de GNP-10 e GNP-30. Níveis de TBARS (A) e carbonilação de proteínas 
(B) no córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e córtex posterior de 
ratos. Os dados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de uma 
via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi significativo. Os valores são 
expressos como nmol / mg de proteína (A) e nmol / mg de proteína x 10 
-12 
(B), 
média ± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.5 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE GNP NA 
ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES  
 
Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes SOD e 
CAT, mostraram que a administração aguda de GNP-10 aumentou a 
atividade da SOD no cerebelo, hipocampo e estriado, bem como a 
administração de GNP-30 aumentou a atividade da SOD no estriado 
quando comparado ao grupo controle (fig. 15a). Porém, a administração 
aguda de GNP-10 diminuiu a atividade da CAT no cerebelo e córtex 
posterior, mas aumentou no córtex pré-frontal quando comparado ao 
grupo controle. Além disso, GNP-30 aumentou a atividade da CAT no 
córtex pré-frontal e inibiu no estriado e córtex posterior (fig. 15b). 
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Fig. 15. Atividade da SOD e CAT após administração aguda de GNP-10 e 
GNP-30. Atividade da SOD (A) e CAT (B) no córtex pré-frontal, cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando 
o F foi significativo. Os valores são expressos como U/mg de proteína, média ± 
desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.6 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA DE GNP EM 
PARÂMETROS DE DANO AO DNA 
 
Como mostrado na figura 16, observa-se que a administração 
aguda de GNP-10 e GNP-30 apresentou altos níveis de dano ao DNA no 
córtex posterior em ambos os parâmetros de ensaio cometa, frequência 
de dano (fig. 16a) e índice de dano (fig. 16b) quando comparado ao 
grupo controle, bem como a administração aguda de GNP-30 apresentou 
aumento significante nos níveis de frequência de dano e índice de dano 
quando comparado ao grupo que recebeu GNP-10. 
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Fig. 16. Frequência e índice de dano ao DNA após administração aguda de 
GNP-10 e GNP-30. Frequência de dano no DNA (A) e índice de dano no DNA 
(B) no córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela análise de 
variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi 
significativo. Os valores são expressos em percentual (A) e em unidades 
arbitrárias (B), média ± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle; 
#
p<0,05 versus grupo GNP-10. 
 
4.7 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA DE GNP NA 
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO CICLO DE KREBS E CREATINA 
QUINASE 
 
Nos resultados da avaliação da atividade das enzimas citrato 
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase e creatina 
quinase, foram observados que a administração crônica de GNP não 
alterou a atividade da citrato sintase (fig. 17a). Entretanto, a atividade da 
malato desidrogenase (fig. 17b), succinato desidrogenase (fig. 17c), 
creatina quinase (fig. 17d), foram inibidas por GNP-10 e GNP-30 no 
córtex posterior.  
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Fig. 17. Atividade da citrato sintase, malato desidrogenase, succinato 
desidrogenase e creatina quinase após administração crônica de GNP-10 e 
GNP-30. Atividade da citrato sintase (A), malato desidrogenase (B), succinato 
desidrogenase (C), creatina quinase (D) no córtex pré-frontal, cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando 
o F foi significativo. Os valores são expressos como nmol/min x mg de 
proteína, média ± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.8 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA DE GNP NA 
ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATÓRIA 
MITOCONDRIAL 
 
Os resultados da avaliação da atividade dos complexos I, II, II-III 
e IV da cadeia respiratória mitocondrial, conforme figura 18, mostraram 
que a administração crônica de GNP-10 e GNP-30 inibiu a atividade do 
complexo I (fig. 18a), II (fig. 18b), II-III (fig. 18c) e IV (fig. 18d) no 
córtex posterior. Porém, houve uma ativação na atividade do complexo 
II por GNP-10 no hipocampo (fig. 18b). 
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Fig. 18. Atividade dos complexos mitocondriais após administração crônica de 
GNP-10 e GNP-30. Atividade do complexo I (A), II (B), II-III (C) e IV (D) da 
cadeia transportadora de elétrons no córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, 
estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando o F foi 
significativo. Os valores são expressos como nmol/min x mg de proteína, média 
± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.9 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA DE GNP EM 
PARÂMETROS DE DANO OXIDATIVO 
 
Nos resultados da avaliação de dano oxidativo, nenhuma 
alteração foi observada nos níveis de TBARS e carbonilação de 
proteínas após administração crônica de GNP-10 e GNP-30 conforme 
podem ser vistos nas figuras 19a e 19b, respectivamente.  
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Fig. 19. Níveis de TBARS e carbonilação de proteínas após administração 
crônica de GNP-10 e GNP-30. TBARS (A) e carbonilação de proteínas (B) no 
córtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos. Os 
dados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido 
pelo teste de Tukey quando o F foi significativo. Os valores são expressos como 
nmol / mg de proteína (A) e nmol / mg de proteína x 10 
-12
(B), média ± desvio 
padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.10 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA DE GNP NA 
ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES 
 
Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT 
mostraram que a administração crônica de GNP-10 aumentou a 
atividade da SOD no cerebelo e diminuiu no córtex posterior quando 
comparado ao grupo controle. Ainda, GNP-30 aumentou a atividade da 
SOD no cerebelo, hipocampo e estriado quando comparado ao grupo 
salina (fig. 20a). A atividade da CAT foi aumentada no córtex posterior 
e diminuiu no hipocampo e estriado por GNP-10 quando comparado ao 
controle. E, finalmente, a atividade da CAT foi aumentada no cortex 
pré-frontal e diminuida no estriado por GNP-30 quando comparado ao 
controle (fig. 20b).  
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Fig. 20. Atividade da SOD e CAT após administração crônica de GNP-10 e 
GNP-30. Atividade da SOD (A) e CAT (B) no córtex pré-frontal, cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando 
o F foi significativo. Os valores são expressos como U/mg de proteína, média ± 
desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
4.11 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA DE GNP EM 
PARÂMETROS DE DANO AO DNA 
 
Após a administração crônica de GNP-10 e GNP-30 foi 
observado altos níveis de dano ao DNA em córtex posterior em ambos 
os parâmetros de ensaio cometa avaliados, frequência de dano (fig. 21a) 
e índice de dano (fig. 21b) quando comparado ao grupo controle. No 
entanto, não houve diferença significativa entre os grupos GNP-10 e 
GNP-30. 
 
 
 
 
 
 
 
 
* 
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Fig. 21. Frequência e índice de dano ao DNA após administração crônica de 
GNP-10 e GNP-30. Frequência de dano no DNA (A) e índice de dano no DNA 
(B) no córtex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela análise de 
variância (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi 
significativo. Os valores são expressos em percentual (A) e em unidades 
arbitrárias (B), média ± desvio padrão. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle. 
 
Ainda, pode-se observar que houve aumento significativo nos 
níveis de frequência de dano (fig. 22a) e índice de dano (fig. 22b) no 
córtex posterior de ratos submetidos a administração crônica de GNP-10 
e GNP-30, quando comparado à administração aguda. 
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Fig. 22. Correlação dos níveis de frequência de dano ao DNA e índice de dano 
ao DNA após administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. Frequência 
de dano no DNA (A) e índice de dano no DNA (B) no córtex posterior de ratos. 
Os dados foram avaliados usando o teste t de Student. Os valores são expressos 
em percentual (A) e em unidades arbitrárias (B), média ± desvio padrão. (n=6) 
*p<0,05 versus grupo controle. 
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Tabela 1: Esquema representativo dos resultados. 
 
 
 
 
Tabela 1. Sumário das variações observadas para cada um dos marcadores 
avaliados após administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. 
 
A tabela 1 sumariza todos os resultados observados neste estudo 
sendo que, de modo geral, a administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 causou inibição do metabolismo energético, diminuiu a 
peroxidação lipídica e a carbonilação de proteínas após administração 
aguda de GNP dos dois tamanhos, mas não houve alteração desses 
parâmetros pela administração crônica. Observamos ainda que houve 
alteração na atividade das enzimas antioxidante (SOD e CAT) bem 
como causou altos ID e FD ao DNA no córtex posterior de ratos após 
administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. 
 Ademais, observamos também que na administração aguda de 
GNP-10 causou inibição em maior número de estruturas cerebrais 
(hipocampo, estriado e córtex posterior) quando comparada a 
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administração crônica. Sendo que a administração crônica de ambas as 
soluções, GNP-10 e GNP-30 causaram inibição do metabolismo 
energético somente no córtex posterior. 
Pode-se observar também, pelos resultados encontrados, que as 
GNP-10 e GNP-30 podem atravessar a barreira hemato-encefálica, 
resultando em um acúmulo no cérebro, principalmente no hipocampo, 
estriado e córtex posterior. 
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5 DISCUSSÃO   
 
No presente estudo buscou-se sintetizar e caracterizar GNP nos 
tamanhos de 10 e 30 nm com intuito de avaliar seus efeitos sobre 
parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos após administração aguda e 
crônica. Neste sentido, com base nos dados do presente trabalho, pode-
se observar que os resultados de espectroscopia de UV-Vis, DRX assim 
como a análise de TEM corroboram com estudos anteriores, mostrando 
que os espectros eletrônicos e, consequentemente, as colorações das 
dispersões coloidais de GNP dependem da geometria e tamanho das 
partículas, visto que a coloração resulta da interação dos elétrons das 
superfícies das nanopartículas com a luz incidente (Philip, 2008; 
Alkilany & Murphy, 2010).  
Com o aumento do tamanho das partículas a banda de SPR 
característica torna-se mais larga e desloca-se em direção ao vermelho, e 
os picos de DRX tornam-se mais estreitos (Link & El-Sayed, 1999; 
Chen et al., 2005). Neste sentido, a equação de Scherrer foi aplicada 
neste estudo, tomando como base o sinal mais intenso, isto é, o pico em 
(2θ = 38,18º), correspondente ao plano cristalino (111) para calcular o 
diâmetro médio de partícula das dispersões de GNP-10 e GNP-30. Os 
espectros de DRX apresentaram ainda sinais em (2θ = 44,39º), 
correspondente ao plano cristalino (200) e dois outros sinais (não 
mostrados na fig. 10) em (2θ = 64,58º e 77,55º) correspondendo os 
planos cristalinos (220) e (311) respectivamente e sugerem uma 
estrutura de ouro metálico com face cúbica centrada. Por conseguinte, 
os espectros de DRX de GNP foram compatíveis com o espectro padrão 
do ouro metálico que apresentam sinais correspondente aos planos 
cristalinos (111, 200, 220 e 311) correspondendo a reflexão de Bragg 
(JCPDS number: 4-0784)  (Yan et al., 2005; Singh et al., 2009; Aromal 
& Philip, 2012). A morfologia e o diâmetro médio das partículas foram 
confirmados por análise de TEM, uma ferramenta que auxilia na 
identificação do tamanho das nanoparticulas, apresentando um formato 
esférico e diâmetros médios de 10 e 30 nm respectivamente. Este 
procedimento foi fundamental para assegurar que as GNP usadas neste 
estudo apresentaram sempre as mesmas dimensões, tornando, desta 
forma, aptas para serem utilizadas no estudo proposto. 
Um detalhe importante é em relação a curva de distribuição de 
tamanho de partículas que foi efetuada a partir das determinações de 
diâmetro de um conjunto de partículas por TEM. Observa-se nas 
inserções nas figuras 11a e 11b que se trata de distribuições estreitas de 
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tamanhos. Por exemplo, as GNP-10 têm mínimo em 9 e máximo em  12 
nm. As GNP-30 têm mínimo em 26,5 e máximo em 31,5 nm.  
Em um próximo passo, avaliaram-se os efeitos das GNP-10 e 
GNP-30 sobre parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos. Com base 
nisso, demonstrou-se que a administração aguda e crônica de GNP-10 e 
GNP-30 inibiu o metabolismo energético, alterou a formação de EROs, 
bem como a defesa antioxidante e causou dano ao DNA em cérebro de 
ratos adultos. Sabe-se que as GNP podem ser amplamente distribuídas 
no organismo, e que GNP 15-50 nm podem atravessar a barreira 
hemato-encefálica, resultando em um acúmulo no cérebro (Sonavan et 
al., 2008). Portanto, a biossegurança do ouro metálico é bem conhecida, 
e é usada in vivo desde 1950 (Zhang et al., 2010), porém, é essencial 
entender a interação do GNP com órgãos vitais, tal como o cérebro.  
Neste cenário, a toxicidade in vivo de nanoparticulas deve ser 
determinada por diversos parâmetros, tais como: dose, via de 
administração, metabolismo, excreção, resposta imunológica, bem como 
composição química, tamanho, forma, agregação e superfície de 
revestimento dos nanomateriais (Zhang et al., 2010). Uma das 
preocupações da ciência no desenvolvimento tecnológico é que as 
nanopartículas podem apresentar tanto um potencial efeito funcional, 
bem como tóxico nas células neuronais devido a sua capacidade de 
atravessar as membranas biológicas (Brooking et al., 2001). Assim, o 
aumento da reatividade da superfície implica em nanopartículas que 
apresentem um aumento da atividade biológica podendo este efeito ser 
útil para que as mesmas penetrem nas células e entreguem fármacos 
(Siddiqi et al., 2012). Por outro lado, o ouro em macroescala é 
geralmente considerado química e biologicamente inerte (Hammer & 
Norskov, 1995). Por isso os efeitos tóxicos de nanopartículas podem 
estra relacionados com fatores biótico ou abióticos com tamanho e 
forma, uma vez que, quanto menor a partícula, maior a área superficial 
específica e, portanto, maior a concentração relativa de íons 
quimiodissolvidos e maior a interação com a membrana celular, ou mais 
fácil sua internalização pela célula através da membrana sendo que essa 
internalização pode ser facilitada pela oxidação da superfície (Lapresta-
Fernández et al., 2012). A luz dos conhecimentos atuais, os efeitos de 
toxicidade causadas por GNP bem como seus efeitos adversos estão 
atribuídos a sua interação com a membrana celular, sendo possível que 
as nanopartículas entrem diretamente nas células, ou mesmo no núcleo, 
danificando-o ou induzindo disfunção mitocondrial, bem como 
formação de EROs o que pode, em seguida, causar dano ao DNA 
(Auffan et al., 2009).  
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Neste estudo, foi observado que a atividade das enzimas malato e 
succinato desidrogenase do ciclo de Krebs, apresentaram inibição após 
adminstração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. Isso pode ter 
levado a uma diminuição no transporte de elétrons para os complexos I 
e II da cadeia respiratória mitocondrial, o que poderia explicar a causada 
da inibição do metabolismo energético encontrado.  
Ainda observou-se que a inibição do metabolismo energético 
apresentou-se mais intensa após a administração aguda no hipocampo, 
estriado e córtex posterior, quando comparada com a administração 
crônica, onde o metabolismo energético permaneceu inibido apenas no 
córtex posterior.    
Estudos conduzido por Chen et al. (2010), mostrou que a 
administração de GNP 17 nm causa prejuizo no aprendizado e na 
formação e consolidação da memória em camundongos. A presença de 
partículas metálicas, tais como o GNP, em neurônios e células 
dendríticas pode afetar a neurotransmissão hipocampal e assim interferir 
na memória e no aprendizado. No entanto, a administração de GNP 37 
nm não causou dano nesta região cerebral (Chen et al., 2010). Um 
estudo de Siddiqi et al. (2012), mostrou que GNP 20 nm causou 
diminuição nos níveis de neurotransmissores, tais como dopamina e 
serotonina. O estriado é uma das fontes mais ricas de sinapses 
dopaminérgicas, e a dopamina é um importante regulador da função 
estriatal (Dougherty et al., 1999). Assim, o dano a memória e 
aprendizado causado por GNP pode estar correlacionado com 
neurotransmissão dopaminérgica e serotoninérgica em cérebro de 
camundongos (Chen et al., 2010), visto que, lesões estriatais tem 
mostrado causar hiperatividade, prejuízo na memória e inibição da 
resposta a tarefas em modelos animais (Alexander et al., 1986). Com 
base nisso, sugere-se que o prejuizo energético encontrado no 
hipocampo e estriado, no presente estudo, pode estar relacionado com as 
alterações encontradas na neurotransmissão dopaminérgica e 
serotoninérgica após administração de GNP. 
 Além disso, um estudo de Sousa et al. (2010), já havia mostrado 
que a GNP é primeiramente acumulada no hipocampo, tálamo, 
hipotálamo e córtex cerebral, o que pode ter contribuido para a inibição 
do metabolismo energético visto neste trabalho. No entanto, neste 
estudo observou-se que a administração aguda de GNP inibiu o 
metabolismo energético em mais regiões cerebrais quando comparado a 
administração crônica. A razão para esta diferença é desconhecida, mas 
pode estar relacionada com dessensibilização de receptores devido a 
repetidas administrações de GNP. Por exemplo, estudo de Nestler 
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(2005), mostrou que estimulações excessivas de receptores 
dopaminérgicos durante a exposição à psicoestimulantes induzem várias 
mudanças moleculares no sistema mesolímbico dopaminérgico, o que 
pode contribuir para uma adaptação. 
Além disso, pode-se observar que o metabolismo energético foi 
inibido após a administração aguda apenas por GNP-10, enquanto a 
administração crônica causou inibição do metabolismo por ambas as 
GNP administradas. Este resultado pode ser devido a passagem 
tamanho-dependente de nanopartículas através da barreira hemato-
encefálica (Sonavane et al., 2008). Ainda, considerando que a inibição 
do metabolismo após a administração crônica de GNP-10 e GNP-30 se 
deu apenas no córtex posterior, sugere-se que não houve adaptação de 
receptores nesta região cerebral, bem como é possível que tenha 
ocorrido um acúmulo de GNP no córtex posterior após repetidas 
administrações, contribuindo para este achado.  
Ainda, Sousa et al. (2010), avaliaram a distribuição de GNP no 
cérebro de camundongos e acharam que o pico de concentração ocorre 
entre 19 e 24 horas após a administração. Portanto, sugere-se que a 
maior inibição do metabolismo energético ocorreu após a administração 
aguda de GNP devido ao pico de concentração das nanopartículas no 
SNC, após uma primeira exposição, visto que no hipocampo e estriado, 
possivelmente, ocorreu adaptação após repetidas administrações. Ou 
ainda, a administração aguda de GNP, no primeiro momento sofre um 
“impacto” e depois de respetida administrações pode ter ocorrido uma 
tentativa de proteção e/ou neutralização por parte do sistema imunitário 
pelos mecanismos de defesas que tentaram reconhecer e neutralizar o 
efeito adverso das GNP. Estudos de Bastus et al. (2009), mostraram que 
a conjugação de peptídeos na superfície de GNP podem melhorar a 
resposta imune. No entanto, no presente estudo, não podemos afirmar 
que isso possa ter ocorrido, para isso precisaríamos avaliar 
imunologicamente esses mecanismos de defesa e resposta. 
O cérebro é um dos órgãos metabolicamente mais ativos e, este 
tecido, rico em mitocôndrias, consome em torno de 20% do total de O2 
disponível para o organismo (Dickinson, 1996). Tendo em vista que a 
fosforilação oxidativa é responsável pela quase totalidade do ATP 
produzido no SNC, a regulação da respiração mitocondrial se torna 
essencial para o correto metabolismo energético cerebral (Erecinska et 
al., 1994). Por outro lado, a mitocôndria é a principal fonte geradora de 
EROs em condições fisiológicas (Chance et al., 1979; Sipos et al., 
2003). Esta produção basal de EROs é essencial para diversos processos 
celulares, incluindo fagocitoses e sinalização celular (Del Maestro et al., 
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1981; Shapiro, 2003). No entanto, a produção ou acúmulo de EROs é 
aumentada quando a função da cadeia transportadora de elétrons é 
prejudicada por mitotoxinas exógenas ou endógenas (Nicholls & Budd, 
2000; Sipos et al., 2003; Okayama, 2005; Di Filippo et al., 2006). 
Neste estudo foi observada diminuição nos níveis de TBARS e 
carbonilação de proteínas, bem como aumento na atividade da SOD e 
inibição na atividade da CAT em estruturas cerebrais após a 
administração aguda de GNP. Além disso, não ocorreu alteração nos 
níveis de TBARS e carbonilação de proteínas após administração 
crônica de GNP, porém a atividade da SOD permaneceu principalmente, 
ativada e a atividade da CAT inibida. Sabe-se que o estresse oxidativo é 
causado por um desequilibrio entre a geração e eliminação das EROs 
(Emerit et al., 2004). Além disso, estas espécies formadas podem 
exercer efeito tóxico sobre as células e o organismo (Halliwell, 1994; 
Peres et al., 2000). Assim, em condições de excesso na produção ou 
defesa comprometida, as EROs podem reagir com lipídios, proteínas e 
DNA, causando dano a estes substratos (Maes et al., 2011). 
Estudo de Siddiqi et al. (2012), mostrou que GNP 20 nm causa 
estresse oxidativo devido ao aumento na peroxidação lipídica em 
cérebro de ratos. Sendo assim, o estresse oxidativo tem sido identificado 
como um mecanismo de toxicidade das nanopartículas (Li et al., 2008) e 
um efeito indesejado do GNP poderia incluir o aumento na geração de 
EROs (Siddiqi et al., 2012). No entanto, no presente estudo foi 
observado diminuição no dano causado por EROs. Com base nisso, é 
conhecido que o sistema de fosforilação oxidativa mitocondrial gera 
EROs, principalmente pelos complexos I e III da cadeia transportadora 
de elétrons (Adam-Vizi, 2005; Navarro & Boveris, 2007). Neste sentido, 
estudo de Pan et al. (2009), mostrou que partículas menores (1,4 nm de 
diâmetro) induzem disfunção mitocondrial em linhagens de células. 
Entretanto, sugere-se que os tamanhos de 10 e 30 nm não causem danos 
a lipídios e proteínas devido a inibição no transporte de elétrons, 
consequentemente, menos elétrons estão disponíveis para ligarem-se ao 
oxigênio e, assim, formar EROs. Como consequência disso, menor 
peroxidação lipidica e carbonilação de proteínas encontrados (TBARS 
Cerbonil). 
Desta forma, este resultado parece ser consequência de um 
mecanismo tóxico induzido por GNP, onde a cadeia transportadora de 
elétrons pode estar comprometida. Além disso, acompanha este fato o 
aumento na atividade da SOD e inibição na atividade da CAT, o que 
indica uma tentativa de reparo para tal toxicidade induzida por GNP. 
Entretanto, a explicação para estes resultados permanece obscura. 
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O sistema de defesa antioxidante tem a função de inibir e/ou 
reduzir os danos causados pela ação deletéria dos radicais livres ou das 
EROs. Tais ações podem ser alcançadas por meio de diferentes 
mecanismos de ação, tais como impedindo a formação das EROs 
(sistemas de prevenção), impedindo a ação desses (sistemas varredores) 
ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituição das estruturas 
biológicas lesadas (sistemas de reparo) (Clarkson & Thompson, 2000; 
Koury & Donangelo, 2003). Usualmente, esse sistema é dividido em 
enzimático e não-enzimático. No sistema de defesa enzimático as 
enzimas agem por meio de mecanismos de prevenção, impedindo e/ou 
controlando a formação de radicais livres e EROs, envolvidos com a 
iniciação das reações em cadeia que culminam com propagação e 
amplificação do processo e, consequentemente, com a ocorrência de 
danos oxidativos (Ferreira & Matsubara, 1997; Schneider & Oliveira, 
2004). 
Neste estudo também se observou que a administração crônica de 
GNP não alterou os níveis de TBARS e carbonilação de proteínas. A 
reação para a discrepância deste estudo poderia estar relacionada à 
adaptação de receptores devido a repetidas exposições ou ainda devido a 
mecanismo de adaptação celular. Porém, as atividades da SOD e da 
CAT permaneceram alteradas. Outro ponto a considerar é que as 
alterações na defesa antioxidante não ocorreram similarmente nas 
estruturas cerebrais. Isto pode ser explicado pelo fato que o cérebro é a 
estrutura biológica mais complexa conhecida, formada por várias 
regiões que respondem de forma diferente, e em parte com diferentes 
tipos de neurônios. Além disso, dentro de uma população homogênea de 
células, há heterogeneidade em termos de características fisiológicas e 
metabólicas (Lai et al., 1977; Sims, 1991; Sonnewald et al., 1998). 
Por outro lado, os resultados deste estudo apontam que tanto na 
administração aguda quanto na administração crônica, GNP-10 e GNP-
30 apresentaram altas frequências e índices de dano ao DNA em cérebro 
de ratos quando comparado ao grupo controle. No entanto, apenas a 
administração aguda de GNP-30 apresentou maior frequência e índice 
de dano ao DNA quando comparado à administração aguda de GNP-10, 
ou seja, a GNP-30, nesse caso, apresentou maior toxicidade. Ainda, 
pode-se observar que a frequência e o índice de dano ao DNA causados 
pela administração crônica de GNP-10 e GNP-30 foram 
significativamente maiores quando comparado ao grupo controle, no 
entanto, não foram observadas quaisquer diferenças significativas na 
genotoxicidade, que sugere ser independene do tamanho das partículas. 
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Em tempo, a administração crônica causou significamente maior dano 
ao DNA quando comparado à administração aguda.  
A priori, esse resultado parece discrepante em relação aos demais 
reportados na literatura. Era de se esperar que as nanopartículas de 10 
nm, sendo mais reativas, conduzissem a maiores índices e frequências 
de danos em DNA. Contudo, nossos achados podem ser racionalizados 
na forma em que esse estudo foi conduzido, uma vez que foram 
utilizadas nanopartículas de ouro recobertas e estabilizadas por  citrato 
de sódio, também usado como agente redutor e estabilizante no preparo 
das mesmas. Na obtenção de nanopartículas de 10 nm de diâmetro 
empregou-se uma concentração molar cerca de 16 vezes maior do que a 
usada na preparação das GNP de 30 nm, o que poderia explicar a menor 
toxicidade encontrada. Em adição, medidas de potencial Zeta de nossas 
nanopartículas apresentaram valores de -30 mV e -35 mV para 
diâmetros de 10 e 30 nm, respectivamente. Estes valores de potencial 
zeta indicam a estabilidade das soluções de nanopartículas usadas neste 
estudo e corroboram os achados de UV-vis. Ainda, os espectros 
eletrônicos das soluções monitoradas diariamente ao longo de uma 
semana, não revelaram qualquer alteração do comprimento de onda na 
máxima absorção. Em tempo, o valor de potencial Zeta de uma 
nanopartícula é um parâmetro muito utilizado para prever a estabilidade 
da suspensão coloidal, sendo consideradas muito estáveis as que 
apresentam valores de potencial Zeta superiores a +30 mV ou inferiores 
a -30 mV (Clogston & Patri, 2011; Wu et al., 2011), isto reforça que 
neste estudo foram empregadas nanopartículas muito estáveis e com 
potenciais muito próximos .  
Um estudo conduzido com nanopartículas “nuas”, isto é, 
removendo-se parcialmente ou totalmente o citrato de sódio poderia 
trazer mais informações para elucidar estas questões. Resultados 
análogos foram observados por Paino et al. (2012). Por outro lado, 
estudo de Siddiqi et al. (2012), mostrou aumento nos níveis de 8-
hidroxideoxiguanosina (8OhdG), um produto do ataque a base guanina 
do DNA, após exposição a GNP 20 nm. Além disso, é conhecido que 
GNP induz dano oxidativo ao DNA em células (Li et al., 2008; Grigg et 
al., 2009; Kang et al., 2009). No entanto, alguns estudos contradizem 
estes resultados (Kang et al., 2009; Singh et al., 2010). Por exemplo, 
estudo de Kang et al. (2009), observou que GNP 100 nm causou dano 
no DNA em células, porém GNP 4 e 15 nm não causaram danos. 
Ademais, no mesmo estudo foi demonstrado que GNP 60 nm ou 
menores não causam dano no DNA. No entanto, outros estudos já 
mostraram que houve dano no DNA após exposição à GNP 20 nm (Li et 
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al., 2008) e 8 nm (Grigg et al., 2009), mas não com 10 nm (Singh et al., 
2010). 
Neste sentido, quando se compara resultados de diferentes 
estudos, que abordam toxicidade de nanopartículas usando diferentes 
metodologias, in vitro ou in vivo, por exemplo, onde neste último, o 
sangue contém eletrólitos que podem alterar a carga de superfície 
efetiva das namopartículas bem como seu estado de agreagção, isso 
poderia ser uma explicação razoável para tal contradição dos resultados 
encontrados na literaura.  
Muitas investigações toxicológicas sobre a GNP centralizaram na 
citotoxicidade (Goodman et al., 2004; Connor et al., 2005; Shukla et al., 
2005; Tsoli et al., 2005; Pernodet et al., 2006; Pan et al., 2007; Jacobsen 
et al., 2009; Pan et al., 2009; Ponti et al., 2009) e poucos avaliaram a 
genotoxicidade (Li et al., 2008; Grigg et al., 2009; Jacobsen et al., 2009; 
Kang et al., 2009; Kang et al., 2010; Pfaller et al., 2010). Por 
conseguinte, estudos mostraram aumento dos níveis de quebras em fitas 
simples (via teste cometa) no DNA celular (Grigg et al., 2009; Kang et 
al., 2009; Singh et al., 2010), sendo que o mecanismo de dano no DNA 
induzido por GNP não foram claramente estabelecidos, embora Li et al. 
(2008) tenham demonstrado que o dano no DNA está correlacionado 
com a baixa regulação de proteínas específicas de reparo. Por outro lado 
as nanopartículas apresentam afinidades com grupamentos aminas (Katz 
& Willner, 2004; Ojea-Jiménez & Puntes, 2009) e o DNA é uma 
molécula formada por duas cadeias na forma de uma dupla hélice, 
constituídas de uma pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada 
(Clausen-Schaumann et al., 2000), podendo ter apresentado afinidades 
desses agrupamentos aminas da molécula do DNA com as GNP. 
Por conseguinte, sabe-se que um dano no DNA pode levar a 
alterações nas transcrições proteícas, entre elas nas enzimas do 
metabolismo energético, repercurtindo na produção de proteínas 
anormais, comprometendo a renovação celular e em longo prazo a 
função de sistemas orgânicos inteiros (Farinatti, 2002; Neto & Cunha, 
2002; Rebelatto & Morelli, 2007; Ferreira et al., 2008).  
Com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que a 
GNP inibi o metabolismo energético, consequentemente, diminui o 
transporte de elétrons, tal qual pode contribuir para a diminuição na 
produção de EROs, bem como alterar a defesa antioxidante numa 
tentativa de reparo. Ainda, estas alterações podem causar dano ao DNA. 
Por outro lado, a GNP, devido a sua capacidade de atravessar barreiras 
biológicas e possuir afinidades com grupamentos aminas, pode causar 
primeiro dano ao DNA, comprometendo a função das enzimas do 
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metabolismo energético que, posteriormente, poderá resultar na 
diminuição da produção de EROs, bem como alteração da defesa 
antioxidante (fig. 23). 
 
 
 
Fig. 23.  Relação entre metabolismo energético, estresse oxidativo e dano ao 
DNA. Possíveis rotas de ação/efeito de GNP em células cerebrais de ratos 
Wistar.  
Rota (a): as GNP podem causar dano mitocondrial, inibição da atividade das 
enzimas do ciclo de Krebs, inibição dos complexos da cadeia respiratória 
mitocondrial e enzima creatina quinase, consequentemente, diminuir o 
transporte de elétrons, contribuindo para a diminuição na produção de EROs e 
alteração das defesa antioxidante numa tentativa de reparo. Ainda, estas 
alterações podem causar dano ao DNA.  
Rota (b): as GNP, devido a sua capacidade de atravessar barreiras biológicas e 
possuir afinidades com grupamentos aminas, podem causar primeiro dano ao 
DNA e consequentemente comprometer a função das enzimas do metabolismo 
energético, resultando na diminuição da produção de EROs, bem como podem 
causar alterações das enzimas de defesa antioxidante.  
As setas vermelhas pontilhadas indicam inibição e/ou alteração. 
 
Se por um lado nossos achados demonstraram que GNP-10 e 
GNP-30 causam dano no metabolismo energético, dano oxidativo e 
Rota (a) 
Rota (b) 
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dano em DNA, por outro lado há evidências de que a toxicidade de 
nanomateriais pode ser modulada em função da associação destes com 
agentes estabilizantes e de recobrimento (Vecchio et al., 2012). No 
entanto, parece evidente que a toxicidade das GNP está relacionada a 
fatores bióticos (mecanismos de atuação e interação das GNP com a 
membrana celular) e abióticos (propriedades físicas e químicas das GNP 
e seus íons solúveis), tornando uma explicação razoável para todos estes 
achados, uma vez que, o pequeno tamanho e elevada área superficial 
apresentada pelas nanopartícuals, conduz a uma elevada reatividade 
química.  
Aliado a isso, recentes estudos vem mostrando possíveis 
mecanismos de atuação e interação de nanopartículas metálicas com 
processos que podem acarretar desestabilização tanto dentro quanto fora 
da célula, causar desestruturação e ruptura da membrana, dano oxidativo 
a proteína e lipídeos da própria membrana e, no seu interior podem 
interferir na atividade da CAT e GPx, lipoperoxidação, produção de 
espécies reativas de oxigênio e dano ao DNA, levando a processos 
nocivos que se tornam generalizados em toda a célula, causando uma 
desordem ou até mesmo a morte celular (Lapresta-Fernández et al., 
2012).  
Neste sentido, o conhecimento relacionado a esses faotores 
bióticos e abióticos parecem ser uma característica chave para 
compreensão do potencial funcional e tóxico das nanopartículas.  
Ademais, nossos resultados, não devem servir como um desincentivo ao 
uso desses nanomateriais. No futuro, um melhor conhecimento dos 
efeitos neurotóxicos associados aos mecanismos de ação e interação, 
tipo de administração, tamanho de partícula, natureza dos agentes 
estabilizadores e de recobrimento poderão maximizar os efeitos 
benéficos bem como minimizar os seus efeitos adversos destes 
nanomateriais, tornando-os desta forma, seguros para que possam ser 
usados em situações clínicas reais. 
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6  CONCLUSÃO  
 
Nesse trabalho, concluiu-se que as GNP sintetizadas e 
caracterizadas apresentaram forma e tamanhos correspondentes ao 
diâmetro médio de GNP-10 e GNP-30. Além disso, concluiu-se que a 
administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30 causou inibição do 
metabolismo energético. Por outro lado, os níveis de TBARS e 
carbonilação de proteínas foram diminuídos após a administração aguda 
de GNP-10 e GNP-30, mas não houve alteração desses parâmetros pela 
administração crônica. Ambas as administrações e tamanhos, 
principalmente, aumentou a atividade da SOD e inibiu a atividade da 
CAT. Concluiu-se ainda que a GNP induziu altos níveis de danos ao 
DNA após administração aguda e crônica de GNP-10 e GNP-30. Sendo 
que os níveis de danos ao DNA apresentados pela administração crônica 
foram, significativamente, maiores que os apresentados pela 
administração aguda. 
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7  PERSPECTIVAS 
 
Pretendemos dar continuidade a este trabalho, confirmando 
nossos resultados e expandindo-os. Desta forma, nossas perspectivas 
são:  
 
- Sintetizar e caracterizar GNP com outros tamanhos (maiores) e 
também com outros agentes estabilizantes; 
- Avaliar diferentes agentes estabilizadores; 
- Avaliar os efeitos da administração aguda e crônica de GNP (tamanhos 
maiores) sobre parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos; 
- Avaliar o efeito da administração aguda e crônica de GNP sobre 
parâmetros comportamentais; 
- Dosar a enzima acetilcolinesterase; 
- Avaliar uma curva cinética de tempo-resposta (1d, 7d, 14d, 21d e 28d); 
- Avaliar doses diferentes. 
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Resolução 
A Comissão de Ética no Uso de Animais, reconhecido pela Resolução n. 
02/2011/Câmara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o 
projeto abaixo. 
 
Protocolo: 03/2012 
 
Professor:  
Marcos Marques da Silva Paula 
 
Titulo: “Efeito da administração de nanopartículas de ouro sobre 
parâmetros bioquímicos em cérebro de ratos”. 
 
“Effects of gold nanoparticles administration on biochemical parameters 
in rat brain”. 
 
Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodológicos. 
Toda e qualquer alteração do Projeto deverá ser comunicado a CEUA.  
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projetos onde constam como pesquisadores. Para demais dúvidas 
contatar a CEUA. 
www.unesc.net/propex/ceua. 
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